T.C.
YILDIZ TEKNIiK UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

MiKROBiYA:L YAKIT HUCRESI TEKNOLOJISI ILE
DOGRUDAN ELEKTRIK URETIiMIi

BUSRA AKOGLU

YUKSEK LISANS TEZI
CEVRE MUHENDISLIGI ANABILIM DALI

DANISMAN
YRD. DOC. DR. BESTAMIN OZKAYA

ISTANBUL, 2011



T.C.
YILDIZ TEKNiIiK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

MIKROBIYAL YAKIT HUCRESI TEKNOLOJISi iLE DOGRUDAN
ELEKTRIK URETIMi

Biisra AKOGLU tarafindan hazirlanan tez ¢alismas1 20.06.2011 tarihinde asagidaki jiiri
tarafindan Yildiz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Cevre Miihendisligi
Anabilim Dali’nda YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

Tez Danismani
Yrd. Dog. Dr. Bestamin OZKAYA
Yildiz Teknik Universitesi

Jiiri Uyeleri
Yrd. Dog. Dr. Bestamin OZKAYA
Yildiz Teknik Universitesi

Prof. Dr. Ismail KOYUNCU
Istanbul Teknik Universitesi

Dog. Dr. Mehmet CAKMAKCI
Yildiz Teknik Universitesi




Bu calisma, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu’nun (TUBITAK)
109Y 269 numarali projesi ile desteklenmistir.



ONSOZ

Calismam boyunca degerli bilgi ve birikimini benden esirgemeyen, tiim agsamalardaki
yardimlariyla tezime fstiin katkilar saglayan, zor durumlarda cesaretlendiren ve
giivenini her zaman hissettiren tez danismanim, kiymetli hocam Yrd. Dog. Dr. Bestamin
OZKAYA’ya icten tesekkiirlerimi sunarim.

Laboratuar c¢aligmalart boyunca yardimlarini esirgemeyen, degerli tecriibelerini
paylasan saygideger hocam Yrd. Dog. Dr. Dogan KARADAG’a,

Bilgi ve tecriibelerinden her zaman istifade ettigim, tavsiyeleriyle yol gosteren degerli
hocam Dr. Tamer COSKUN’a,

Laboratuar ¢alismalarinda yardim ve destegini esirgemeyen proje arkadasim Gokgen
ACl’ya,

Calismam boyunca gosterdikleri ilgi, alaka ve anlayistan dolay1r sevgili arkadaslarim
Kiibra ULUCAN’a, Nihan COSKUN’a ve destekleriyle yanimda olan tim
arkadaslarima,

Yiiksek lisans egitimim esnasinda diinyaya gelen, varligiyla sonsuz moral, enerji ve
mutluluk kaynagim olan yegenim Zeynep’e,

Destek ve giivenlerini her zaman hissettigim sevgili aileme tesekkiirii bir borg bilirim.
Mayzs, 2011

Biisra AKOGLU



ICINDEKILER

Sayfa

SIMGE LISTEST ...ttt viii
KISALTMA LISTESI .ottt iX
SEKIL LISTESI ..ottt ettt ettt sttt X
CIZELGE LISTESI ..ottt Xii
ABSTRACT bbbttt sttt b et e b b Xiv
BOLUM Lottt 1
[ 128 1T 1
R 51 e 511 o © 771 FO 1

1.2 TeZIN AMACI.....eiiiieiiii ittt be e e 3

1.3 HIPOEZ ..t 4
BOLUM 2.ttt ettt bbbt b e ae b st be s s s 5
ANAEROBIK ARITMADA BIYOKIMYASAL SURECLER ........ccccceceveveeerererereennens 5
2.1 Anaerobik Aritma ProSeSi.......cccociiiiiiiiiiiiiiieiie e 5

211 HIAIONZ. oo 5

2.1.2  ASIE UM c.cvvicececeieecece e 6

2.1.3  Metan ULEtiMi ..ucucveveeeeeeceeeeeeeeeeieieeeseieie ettt ettt sesens 6

2.2 Anaerobik Aritmanin KinetiZi.......ccocoevvieiiiiiiiiiiiiii e 6

2.3 Elektron ve Enerji Kazanimi..........ccoocovviiiiiiiiiiiiic e 7
BOLUM 3.ttt bbbttt ettt s s bt ss s 11
MIKROBIYAL YAKIT HUCRELERI ......cootutiiiiiiiiiinsieee e 11
3.1 CaliSma Prensibi .oceeeieeiie e 11

3.2 Elektron Transfer Mekanizmalari...........cccccoooieiiiiiiiniiiiicc e 13

3.2.1 Bakteriyel Pililer (Nanowire) ile Dogrudan Transfer..............c......... 14

3.2.2  Sitokromlar ile Hiicre Yiizeyinden Dogrudan Transfer .................... 15

3.2.3  Medyatorler ile Transfer............cocoocviniiiiine, 15

3.3 Volta) ve GUG UTCtMI.......coiieiiiiiiiiieiiiie e 16

3.3.1  VOIta] UTetiMi..cccuereeeeeeeeeeceeeeieeeieteseietese ettt tsss et 16



R € 11Tl (13151 | TP 17

333 ENEIJI o 18

3.4 MYH’lerde Kullanilan Malzemeler...........c.cccceiiiiiiiiiniiciceccce 19

341 ANOt MalZEMEIEIT ..o 19

3.4.2  Katot Malzemeleri........ccccoviiiiiiiiiccee e 20

343 MEMDBIAN ...t 21

35 MYH TIPIEIT ot 23

35.1  1ki BOIMEl MYH .o 24

352 Tek BOImeli MYH......ccoooiiiii e 25

3.5.3  Diger MYH CeSItIOTT ...veevieiiiiiiieiiii e s 26

3.6 MYH’lerde Elektrik Uretimini Etkileyen Faktorler ........c.cccovvveveveveennee, 28
BOLUM 4.ttt sttt a ettt s st s senans 31
ATIKSU ARITIMINDA MYH ..ot 31
BOLUM 5ottt 34
MATERYAL VE METOT ...ttt 34
5.1 Bakteriyel ZenginleStirme............ccveveeriieiiriiiieiieseesee e 34

5.2 NUMUNEIET c..oiiie s 35

5.3 EIKIIOTIAN .....eiviieiiccce e 36

5.3.1  Ti-TIO) EIEGKLIOL......vvveeiieeiiee et 36

532 Grafit EIEKtrot.........ccccoiiiiiiiceeee e 36

5.4 Membran OZelliKIETi.........cceveuevereeeieieeeieieeeie ettt 36

5.5 MYH Kurulumu ve ISIetImESi ....ceveveveeeeereeeieieieieeeieee e 37

5.6 ANGLIZIET ... 40

5.7  Molekiiler TekniKIer .........cccooiiiiiiiiiiiie e 41

5.7.1  Niikleik Asit EKStrakS1yonU.........coevivirriiiiiniieie e 41

5.7.2  Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) .........ccccccvveveiiieieeie e 42

5.7.3  Denatiire Gradyan Jel Elektroforezi (DGGE) ..........cccoovvviniiiiinene 43

574  DNA DIZI ANAIIZI.cociiiiiiiiiiieiee e 43

9.7.5  Filojenik AZAG .....ooviiiiiiieiieeee s 44

5.8  Kinetik Modelleme ..........coooiiiiiiiie e 44
BOLUM 6.ttt sttt 46
DENEY SONUCLARI VE DEGERLENDIRMELER ........cccoovvuiirieerieseeireneeieines 46
6.1 Reaktorlerin Devreye AIINMAst .......cccovcviiiiiiiiiiiiiicecee e 46

6.1.1 Kiiltiir Zenginlestirme Caligmalart ...........ccccovvuveviniiiniiniieeiee e 46

6.1.2 MYH’lerin Devreye AlINMAst.......cccoooveiiiiiiiiiiiiiicieeic e 48

8.2 PHoiei et 51

6.3  Ucucu Yag ASiti (UYA) oo s 52

6.4 Ti-TiO, MYH ile Elde Edilen Elektriksel Sonuglar...........cccccooevervrnnnnen. 53

6.5 Grafit MYH ile Elde Edilen Elektriksel Sonuglar ............ccccoevvveiiiverinnnne. 57

6.6  Elektrot Performanslarmin Karsilagtirilmasi .........cccocceevviiienieninninnnnne, 61

6.7 Mikrobiyal Tiir Analizi SONUGIATT.........ccoovviiiiiiiiiii e, 63

6.8 Kinetik Modelleme SONUGIArt.........cceieiiiiiiiiiiierie e 65

6.9 Degerlendirmeler .........ccoeiiiiiiiiiic s 67

Vi



1 570) 5101 Sr 20U UURORRSRSPRRRN 71

SONUCLAR VE ONERILER.........cootiiiiiieteteeeteeeee ettt n e 71
N N I = S 74
1 RSP SRSS 80
Y e I SR 80
1 = SRS 100
ULUSLARARAST BILDIRT ..ottt ee et ee e ee e e eee et aeseesansneereesnesnennanens 100
3 OSSPSR 109
ULUSLARARASI BILDIRT ...viove ettt e e ee e e seaeaeasasaenesneans 109
(0)/€1 20 @11, 1 1SRRI 111

vii



SIMGE LISTESI

Anot bolmesinde iiretilen ve anot elektrota transfer edilen kolomb miktari
Kolombik verim

Rediiksiyon potansiyeli

Faraday sabiti

Akim

Substrat tiiketim hizi

Maksimum akim yogunlugu

Giig

Elektrot alanina bagh gii¢ yogunlugu
Anot hacmine bagl gii¢c yogunlugu
Direng

Substrat konsantrasyonu

Sicaklik

Titanyum

Voltaj

Anot bélmesinin hacmi

Gibbs serbest enerjisi

viii



KISALTMA LISTESI

ARB  Anot solunum bakterileri (Anode Respiring Bacteria)

CE Kolombik Verim (Coulombic Efficiency)

DGGE Denatiire Gradyan Jel Elektroforezi (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)
KOI  Kimyasal Oksijen ihtiyact

MYH  Mikrobiyal Yakit Hiicresi

ORP  Oksidasyon Rediiksiyon Potansiyeli

PCR  Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

TOK  Toplam Organik Karbon

UYA  Ugucu Yag Asiti



SEKIL LISTESI

Sayfa
Sekil 2. 1 Anaerobik aritmanin genel isleyis mekanizmasi ...........cccocoeeiiiiiciieiinennnn. 6
Sekil 2. 2 Clostridium acetobutylicum bakterisinin ATP iiretmek ya da NADH
rejenerasyonu i¢in farkli fermentasyon yollart [2].......cccccoviiiiiiiieninninnnne 10
Sekil 3. 1 Basit bir MYH yapis1 [12] .oooveeiiiiiiiieie s 12
Sekil 3. 2 Mikrobiyal yakit hiicrelerinde iyon transferi [13] ......ccccoeviiiiiiiiniieineee. 13
Sekil 3. 3  Elektron transfer mekanizmalar1 (a) Dogrudan transfer (b) Bakteriyel pililer
ile dogrudan transfer (c) Medyatorler ile transfer [14] .......ccccoevvviiiieniene 14
Sekil 3.4 Shewanella oneidensis tarafindan tiretilen pililer [2].......ccccooovveiiieinennen, 14
Sekil 3.5 MYH’de redoks ile voltaj birikimi arasindaki iliski [18] ......cceovveriiiiinnnne. 17
Sekil 3.6 1ki bOIMEli MYH [9]...ucvcvuiviiiicieiicieicie et 24
Sekil 3. 7 Tek bolmeli MYH reaktdrleri (A)Tek bolmeli hava katot reaktdr, elektrotlar
ayr1 (B) Tek bolmeli hava katot reaktor, elektrotlar membrana bitisik [3]. M,
Medyator; CHO, organikIer. ...........cooiiiiiiii e 25
Sekil 3. 8 Farkli hacimlerdeki tek bélmeli MYH’ler. (A)28 mL (B)250 mL (C)1 L
(D)1,6 L [AL] e 26
Sekil 3.9 (A) Tiip seklindeki MYH reaktortii, (B) Perdeli MYH reaktorii [9] ............ 27
Sekil 3. 10 Yukart akisli MYH reaktorii [43] ..vvveiiiieiieieee e 27
Sekil 5. 1 MYH sistemi (1: Anot bolmesi, 2: Katot bolmesi, 3: Referans elektrot, 4:
Anot ve katot elektrotlar, 5: Membran) .........cccoccovoveiiiieiii e, 38
Sekil 5.2 Sistemin genel gOrtinlimil ........ccoovvvviiiiiiiiiiii i 38
Sekil 5.3 Dijital Multimetre (FIUKE-8846) ........ccooeiiiiiiiiiiccce e 39
Sekil 5.4 Volta] GlGUM SISEEIMI ..e.vveivieiieiiiieiie et 39
Sekil 5.5 Molekiiler analiz yontemlerinin uygulama akis semasi...........cccooeveerinennne. 42
Sekil 5.6 Bir PCR dOngUsti [50]....ceoveeuerieriieieiiesieie e 43
Sekil 6. 1 Kiiltiir zenginlestirmesi yapilan siselerden goriintiler .............c.coevvernenne. 46
Sekil 6. 2 Kiiltiir zenginlestirmesi yapilan siselerden goriintiiler .............ccccoocvvivennnne 47
Sekil 6. 3 Ti-TiO; elektrot ile elde edilen akim ve gii¢ yogunluklari (elektrot alanina
DAGIL) o 49
Sekil 6. 4 Ti-TiO; elektrot ile elde edilen akim ve gii¢ yogunluklari (anot bélmesinin
hacmine bagli).......ccooiiiiiiiii 50
Sekil 6. 5 Elektrot ve membran iizerinde biyofilm olusumu ............cccoooviiiniiinnnn. 51
Sekil 6. 6 Ti-TiO, MYH’nin anot ve katot bolmelerinin pH degerleri..............c......... 51
Sekil 6. 7 Grafit MYH’nin anot ve katot bolmelerinin pH degerleri ..........c...cceoenee. 52
Sekil 6. 8 Glinliik maksimum akim, voltaj ve gili¢ degerleri.........cccccvviriiiniiiiiiennnnn, 54
Sekil 6. 9  Elektrot alanina bagli olarak hesaplanan giinliik maksimum akim ve gii¢
YOZUNIUKIATT ..o 95



Sekil 6.
Sekil 6.

Sekil 6.
Sekil 6.
Sekil 6.
Sekil 6.

Sekil 6.
Sekil 6.
Sekil 6.

Sekil 6.
Sekil 6.
Sekil 6.

10 Anot bélmesinin hacmine bagli olarak hesaplanan giinliik maksimum akim

Ve GUC YOZUNIUKIATT. ..o 56
11 Ti-TiO; reaktoriine ait Anot — Katot bolmelerinin oksidasyon rediiksiyon

POTANSIYEIIEIT ... 57
12 Giinliik max degerlerle voltaj, akim ve gii¢ degerleri........ccccovvviiiiiiinnnnne 58
13 Giinliik maksimum degerlerle alana bagli akim ve gii¢ yogunluklart ......... 59
14 Giinliik maksimum degerlerle hacime bagli akim ve gii¢ yogunluklari ...... 60
15 Grafit MYH’ye ait Anot — Katot bolmelerinin oksidasyon rediiksiyon

POLANSIYEIIEIT ... 61
16 Elektrot performanslarinin karsilagtirtlmast .........cccocovoiiiiiiiiiin i 62
17 PCR sonrasi agaroz jel gOrtintlisli........cccvvvveriiiiriiiiie e 63

18 DGGE profili (A: Karbon elektrotlu MYH, B: Ti-TiO, elektrotlu MYH, C:
Zenginlestirilmis Hali¢ numunesi, D: Ti-TiO, elektrotlu MYH, E: Ti-TiO,
elektrotlu MYH, B, D ve E numuneleri reaktorden farkli zamanlarda

2] 1101001 515D o) ST PRRUPRPPR 64
19 MYH’de etkin rol alan organizmalara ait filojenik agag ............c.ccccvreennn. 65
20 Ti-TiO, MYH’de 16 glinliik voltaj Gretimi.........ccocververierenenenisenesieniennn 65
21 Substrat konsantrasyonuna karsi akim yogunlugu (A/m?) i¢in elde edilen

<75 o LT PO PRSP PRR PR 66

Xi



CIZELGE LISTESI

Cizelge 2.

Cizelge 2.
Cizelge 3.
Cizelge 5.
Cizelge 5.
Cizelge 5.
Cizelge 5.
Cizelge 6.

Cizelge 6.
Cizelge 6.
Cizelge 6.
Cizelge 6.
Cizelge 6.
Cizelge 6.

—_— BN W N = =N

~ N kW

Sayfa
Anaerobik reaksiyonlardaki bilesiklere gore mikroorganizmalarin
SINIFlANAIrTIMAST [7] wooveiiiiiiie e 8
Elektron KUlesi [8] ....cc.voveiieiiee ettt 8
Iki farkli proton degistirici membranin teknik dzellikleri ......................... 23
Sentetik atiksuyun icerigindeki vitaminler...........ccocoveiiiiiieiii e 34
Sentetik atiksuda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlart................. 35
CMI-7000 membranina ait teknik 6zellikler ............cocevviiiiicniiiiiiee, 37
Fluke-8846 Dijital Multimetrenin teknik 6zellikleri ........c.coovvvrvriviinnnnnn. 40
Glikoz kullanarak yapilan zenginlestirme ¢alismalari sonunda elde edilen
biyogaz MIKLArlart........ccoiiiiiiiiiiie e 48
Ucucu yag asidi konsantrasyonlart..........c.ccoovevireeienienienesieseesesee s 53
Iki farkli elektrot tiirii ile elde edilen SONUGIAT .........cccveveveveeeverereieiereinene, 62
DGGE bantlariin sekans sonuglart ..........ccccovceiiiiiniiiniie e 64
Ti-TiO, MYH igin elde edilen kinetik katsaytlar...........ccocooevviiiiivniennnnn 66
Literatiir calismalarinin GZeti.........ccceevveeiiiiiiiiie e 68
Glikozla yapilan ¢alismalarin muKayesesi .......cccoevireiiiniiiiiiiciiiieines 70

xii



OZET

MIKROBIYAL YAKIT HUCRESI TEKNOLOJISi iLE DOGRUDAN
ELEKTRIK URETIMIi

Biisra AKOGLU

Cevre Miihendisligi Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismant: Yrd. Dog. Dr. Bestamin OZKAYA

Bu tez caligmasinda iki bolmeli mikrobiyal yakit hiicresi (MYH) ile karbon kaynagi
olarak glikoz kullanilan sentetik atiksudan elektrik iiretimi arastirilmistir. Reaktore
verilen ag1 kiltiiri, farkli kaynaklardan alinan bakteri kiiltiirleri ile yapilan
zenginlestirme ¢alismalar1 sonucu elde edilmistir. Calismada birinde TiO, kaplamali
titanyum digerinde grafit elektrot kullanilan iki MYH kullanilmistr. Reaktorler 1 hafta
deneme amagch isletildikten sonra kesikli beslemeli modda devreye alinmistir. Ti-TiO;
ve grafit MYH ile elde edilen maksimum akim ve gii¢ yogunluklar sirayla 477 mA/m?,
2272 mW/m? ve 31 mA/m?, 9,6 mW/m?dir. Maksimum sonuglar 50 mM glikoz
konsantrasyonununda elde edilmistir. PCR ve DGGE islemlerinin ardindan yapilan dizi
analizi sonunda, Enterococcus sp. (%99), Shewanella haliotis (%91) ve Vagococcus
fluvialis (%96) tiirlerinin MYH’de baskin olarak bulundugu goriilmiistir. Ti-TiO;
MYH’de elde edilen ilk 15 giinliik verilerle Nerst-Monod esitligi kullanilarak biyo-
elektrokimyasal kinetik model uygulanmistir. Elde edilen biyo-elektrokimyasal kinetik
denklemi MATLAB programinda %95 giiven araliginda dogrusal olmayan bir egri
izerine uydurularak ¢oziilmiistiir. Kinetik katsayilar, Ks= 2,93 mM, n= 0,35 ve Jmax=
0,39 A/m? olarak bulunmustur. Bu sonuglar Ti-TiO, elektrotun MYH’lerde gii¢
tiretiminde kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Mikrobiyal yakit hiicresi, elektrik iretimi, Ti-TiO, elektrot,
bakteri toplulugu, mikrobiyal kinetik.

YILDIZ TEKNIiK UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

ELECTRICITY GENERATION DIRECTLY WITH MICROBIAL
FUEL CELL TECHNOLOGY

Biisra AKOGLU

Environmental Engineering
MSc. Thesis

Advisor: Assist. Prof. Dr. Bestamin OZKAYA

In this study, electricity generation in dual chambered microbial fuel cell (MFC) fed
with synthetic wastewater containing glucose as a carbon source was investigated.
Inoculum was enriched with different bacterial cultures using glucose. TiO; coated Ti
and graphite electrodes were used in two MFCs. Start-up period of reactors lasted in one
week, then reactors were operated in fed-batch mode. The maximum current and power
densities of Ti-TiO, and Graphite MFCs are 477 mA/m?, 2272 mW/m? and 31 mA/m?,
9,6 mW/m? respectively. Maximum values are obtained with 50 mM glucose
concentration. PCR-DGGE and Sequencing based molecular techniques results showed
Enterococcus sp. (%99), Shewanella haliotis (%91) and Vagococcus fluvialis (%96)
were dominant species in glucose fed MFCs. Further, Nerst-Monod based
bioelectrochemical kinetics was applied to experimental data for calculating bio- and
electrochemical kinetic constants. Observed bioelectrochemical kinetic equation was
solved non-linear curve fitting tool of MATLAB with the confidence bound of 95%.
Experimental data gave good fit and observed kinetic constants were Ks= 2,93 mM, n=
0,35 and Jma= 0,39 A/m*. These results demonstrate that Ti-TiO; electrode can be used
for power generation in MFCs.

Key words: Microbial fuel cell, electricity generation, Ti-TiO, electrode, bacterial
community, microbial Kinetic.

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Siirdiiriilebilir bir yagsamin en 6nemli etkenlerden biri giivenli, kullanilabilir ve saglikli
enerji Uretimi yapabilmektir. Enerji, yasantimizdaki vazgecilmez yararlarinin yani sira
tiretim, ¢evrim, tasinim ve tilkketim esnasinda biiyiik oranda ¢evre kirlenmesine de yol
agcmaktadir. Bu bakimdan, enerji kaynaklariin saglamasi gereken gereksinimler; iklim
degisimi etkileri olmayan, zararl atiklar1 barindirmayan ve uzun vadede giivenilir bir
enerji kaynagi olarak kullanilmasidir. Ancak bu gereksinimler saglanamadig: takdirde
ekonomik, ¢evresel ve toplum sagligi agisindan olumsuz etkiler ortaya ¢ikmaktadir.
Dolayisiyla, verimli ve diisiik karbon emisyonlu enerji kullanimi giiniimiizde biiyiik
onem kazanarak yenilenebilir enerjiye olan ilgi giderek artmaktadir. Hidrojen ve
dogrudan elektrik kullanim1 ise bunu saglamanin etkin yollarindan biri olarak
goziikmekte ve gelecek yillarda alternatif enerji kaynaklari, hidrojen elde etme yolunda

birer ana kaynak olarak kullanilmaya baslanacaktir.

Mikrobiyal yakit hiicreleri (MYH), mikroorganizmalarin metabolik faaliyetleriyle
biyokiitlenin dogrudan elektrik enerjisine doniistiigii biyoelektrokimyasal sistemlerin
basinda gelmektedir. Bu bakimdan, MYH’ler gelecek vaat eden bir teknolojidir.
Ozellikle de atiksu kullanarak dogrudan elektrik iiretilmesi, ayni zamanda atiksu
arittminin gerceklesmesi atiksu aritma tesislerinde isletme maliyetini dengelemektedir
[1]. Bakteri kullanilarak elektrik akiminin tretildigi ilk ¢alisma Potter tarafindan 1911
yilinda gerceklestirilmistir. 1990’1 yillara yakit hiicreleri oldukca ilgi gérmeye ve bu

alanda yapilan ¢alismalar artmaya baslamistir [2].



MYH’lerin anaerobik sistemlere gore avantajlari vardir. Bunlar; sistemde iiretilen
elektrik enerjisinin insan aktivitelerinde dogrudan kullanilabilmesi, klasik biyogaz
prosesleri i¢cin uygun olmayan ancak diisiik kirlilik yiikiine sahip atiksularin bu teknoloji
ile aritilabilmesi, yliksek konsantrasyonda ugucu yag asitleri, azot ve kiikiirt igeren bazi
atiksu tipleri i¢in de uygulanabilmesi seklindedir [3]. MYH’lerde gaz aritimina gerek
duyulmadan organik atigin dogrudan elektrik enerjisine doniismesi de Onemli bir
avantajdir. Bir diger avantaj, doniistimiin diisiik substrat konsantrasyonlarinda ve

20°C’nin altindaki sicakliklarda da gergeklesebilmesidir [4].

Biitiin bu avantajlarina ragmen, biiyiikk Olcekte MYH ile gergek atiksu aritimi
calisilmamigtir. Bunun baglica sebebi MYH’nin gelismekte olan bir sistem olmasidir
[3]. Ayrica bakim ve malzeme maliyetinin yiiksek olmasi da énemli bir dezavantajdir
[4]. Ayrica mevcut galismalarda elde edilen diisiik gli¢ yogunluklart biiyiik 6lgekteki
uygulamalar1 sinirlandirmaktadir. Gilinlimiizde performansi artirmaya, yapi ve igletme

maliyetini diisiirmeye yonelik arastirmalar yapilmaktadir.

Sekil 1.1°’de MYH ile ilgili 2011 yilinin Temmuz ayma kadar ¢ikarilan yayin sayisi
gosterilmigtir. 1998 — 2010 yillar1 arasinda ¢ikan yayin sayisinda 100 kat artig
goriilmektedir. Bu durum MYH’lerin gelecek vaat eden bir teknoloji oldugunu

gostermektedir.

Yayin sayis

Sekil 1. 1 MYH ile ilgili ¢ikartilmis makale sayisi, *:Temmuz 2011°e kadar ¢ikartilmig
yayin sayisi [5]



Aktif camur sistemleri gibi klasik biyolojik atiksu aritma prosesleri, aerobik oksidasyon
ve nitrifikasyon islemlerinde O;’ye ihtiyag duyuldugundan yiiksek miktarda enerji
gerektirmektedir. Bu tip sistemlerde atiksuyun havalandirilmasi igin gereken enerji,
isletme maliyetinin %50’sini olusturmaktadir. Ayrica biiyiikk miktarlarda aritilmasi ve
bertaraf edilmesi maliyetli, katt madde (aritma ¢amuru) iiretilmektedir. Bu durum,
arastirmacilart mevcut sistemlerde maliyeti diisiirmeye yonelik optimizasyona veya
daha yiiksek enerji verimine sahip anaerobik sistemleri arastirmaya yonlendirmistir.
MYH teknolojisi biyolojik olarak pargalanabilen organik maddelerin anaerobik
oksidasyonundan elektrik iiretilmesine dayanan yeni bir biyoelektrokimyasal prosestir.

Bu sistemlerde aerobik sistemlere gore daha az kat1 madde tiretilir [6].

1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinin amaci, iki farkli elektrot ile karbon kaynagi glikoz olan sentetik
atiksuyun mikrobiyal yakit hiicrelerinde elektrik iiretim performanslarini incelemektir.
Bu amagla anot ve katot elektrot olarak ayni boyutlarda grafit ve titanyum dioksit
kaplanmis titanyum elektrot kullanilmis ve farkli glikoz besleme konsantrasyonlarinda
reaktor performanslart izlenmistir. Elde edilen sonuglar biyoelektrokinetik bir modelle
modellenmis ve kinetik katsayilar elde edilmistir. Sistemde ¢aligma siiresince etkin olan

tiirlerin dagilim1 da yeni molekiiler tekniklerle izlenmistir.

Tez kapsaminda Oncelikle anaerobik aritmanin temellerinden ve anaerobik aritmadaki
biyokimyasal siire¢lerden bahsedilmistir. Ardindan mikrobiyal yakit hiicrelerinin genel
mekanizmasi, calisma prensibi, MYH’de elektrik iiretimini etkileyen biyolojik ve
elektriksel faktorler anlatilmis ve atiksu aritiminda mikrobiyal yakit hiicreleri ile ilgili
literatiir bilgisi verilmistir. Calismada kullanilan malzemeler, reaktorleri devreye alma
asamasi, yapilan analizler, tiir tayinini belirlemede kullanilan molekiiler teknikler
materyal ve metot boliimiinde anlatilmistir. Calismanin “Sonuglar ve Degerlendirmeler”
boliimii; (1) Reaktorlerin devreye alinmasi ve kiiltiir zenginlestirme calismalarinin
sonuglarinin degerlendirilmesi; (2) Ti-TiO, ve Grafit elektrotlu MYH’lerde akim, voltaj,
giic ve potansiyel farklarin ¢evrimi¢i kaydetme 6zelligine sahip bir sistem yardimiyla
bilgisayara aktarildigi sonuglarin degerlendirilmesi; (3) Elektriksel ve biyolojik
faktorlerin g6z Oniine alinarak elde edilen biyoelektrokimyasal kinetik denklemin lineer
olmayan regresyonla ¢oziimii ve kinetik katsayilarin elde edilmesi ve degerlendirilmesi;

(4) Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), Denature gradyan jel elektroforezi (DGGE) ve
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dizi analizi temelli molekiiler tekniklerle karbon ve titanyum elektrotlu MYH’deki tiir
profilinin incelenmesi ve degerlendirilmesi boliimlerinden olugmaktadir. Sonuglar ve
Oneriler boliimiinde ¢alismadan elde edilen sonuglar g6z Oniine alinarak gelecekte

yapilacak ¢alismalar i¢in dneriler yapilmistir.

1.3 Hipotez

Caligmada farkli tip elektrot malzemesinin kullanildig: iki mikrobiyal yakit hiicresi ile
kolay pargalanabilir bir organik madde iceren sentetik atiksudan elektrik tiretimi

amagclanmistir.



BOLUM 2

ANAEROBIK ARITMADA BiYOKIMYASAL SURECLER

2.1 Anaerobik Aritma Prosesi

Anaerobik aritma, organik ve inorganik maddelerin, oksijenin yoklugunda
mikroorganizmalarin yardimiyla pargalanarak CO,;, CH4 H,S ve NHj; gibi nihai

tirlinlere doniismesidir.
Genel olarak anaerobik aritma ii¢ sathada gergeklesir:

1. Yiksek yogunluklu organik maddelerin, daha kii¢ilk yogunluga sahip organik

maddelere doniisiimii olan hidroliz safhasi,

2. Diisiik yogunluklu organik maddelerin asit bakterilerince dnce ugucu yag asitlerine

ardindan asetik asite doniisiim safhasi,
3. Asetik asit, CO, ve Hy’ den metan bakterileri tarafindan metan uiretimi sathasi.

Anaerobik aritmanin genel isleyis semas1 Sekil 2.1°de gdsterilmistir.

2.1.1 Hidroliz

Hidroliz sathasinda biiylik molekiillii organik maddeler hiicre dis1 enzimler tarafindan
daha kiiclik molekiillii organik maddelere doniistiiriiliirler. Hidroliz, enzimler tarafindan
gerceklestiginden enzimlerin g¢aligmasini etkileyen faktorler bu sathanin hizin1 da
etkilerler. Hidroliz safhasinin hizim1 etkileyen faktorler pH, sicaklik ve hidrolik
bekletme stiresidir. Hidrolik bekletme siiresi 6nemli bir faktordiir. Organik maddelerin
hidrolizi i¢in gerekli bekletme siiresi saglanmadigi taktirde, bir sonraki sathada gerekli
basit yapili organik maddelerin miktar1 yetersiz olacaktir. Bu durum tiim akisi

etkileyeceginden sonucta diisiik metan {iretimi ve aritma verimine neden olacaktir.



2.1.2 Asit Uretimi

Asit tiretim sathasi organik asit ve asetik asit tiretimi diye ikiye ayrilabilir. Bu safhada,
hidroliz sathasinda basit yapili hale gelen organik maddeler, isletme sartlarinin kararh
olmas1 halinde bir grup bakteri tarafindan asetik asite, diger bir bakteri grubu tarafindan
da Hy’ ye doniistiiriiliir. Isletme sartlarinin kararli olmamasi halinde ise organik

maddeler propiyonik ve biitirik asit gibi yag asitlerine doniisiirler.

2.1.3 Metan Uretimi

Metan iiretimi yavas isleyen bir siiregtir ve anaerobik aritma i¢in hiz sinirlayici sathadir.
Bunun sebebi metan bakterilerinin asit bakterilerine oranla ortam degisikliklerine karsi

daha hassas olmalar1 ve ¢ogalmalarinin da daha uzun siirede olmasidir.

Aszetat

Sekil 2.1 Anaerobik aritmanin genel isleyis mekanizmasi

2.2 Anaerobik Aritmanin Kinetigi

Mikroorganizmalar kimyasal maddeleri (organikler ve inorganikler) oksidasyon ve
indirgenme ile son iriinlere doniistlirerek enerji elde ederler. Elde edilen enerjinin bir
kismu hiicre biyosentezinde kullanilir. Enerji; oksidasyon, rediiksiyon reaksiyonlari ile
tiretilir. Burada bir ortam veya molekiilden elektronlar transfer edilir. Elektron
tastyicilar elektronlar1 bir ortamdan digerine transfer ederler. Bunun olmasi durumunda
elektron kaynagina birincil elektron vericisi ve elektron alicisina da nihai elektron alicisi
denir [7].



2.3 Elektron ve Enerji Kazanimi

Canli organizmalarda enerji, elektron alis verisinin oldugu oksidasyon rediiksiyon
(redoks) tepkimeleri ile elde edilir. Redoks tepkimeleri, elektron kaynagindan agiga
cikan elektronlarin elektron alicis1 tarafindan alindigi zaman gergeklesir. Ornegin
elektron kaynagi olarak hidrojen ve elektron alicisi olarak oksijenin kullanildig

ortamda redoks denklemleri soyledir:

H, = 2H" + 2e” (2.1)
0,50, + 2e” — 07 (2.2)
H, + 0,50, = H,0 (2.3)

Elektron vericisi olan Hy, elektron ve proton vererek okside olur (2.1). Herhangi bir
oksidasyonun gergeklesebilmesi ic¢in bir rediiksiyona ihtiyag vardir. Bu da 2.2

tepkimesinde gerceklesir. Net tepkime bu iki yarim tepkimenin eslesmesiyle olusur

2.3).

Anaerobik mikroorganizmalar i¢in karbon ve elektron kaynaklari, elektron alicilar1 ve

olusan tirtinler Cizelge 2.1°de verilmistir.

Bilesiklerin gdstermis oldugu farkli oksidasyon rediiksiyon egilimleri, yarim tepkimenin
rediiksiyon potansiyeli (Eg) seklinde ifade edilir. Rediiksiyon potansiyeli, H, referans
aliarak, volt (V) cinsinden 6l¢iiliir. Yukarida verilen yarim tepkimeler i¢in rediiksiyon

potansiyelleri soyledir:
H, = 2H" + 2e” Eo=+0.816 V (2.4)

Cizelge 2.2°deki elektron kulesinde, dogadaki redoks ciftleri i¢in rediiksiyon
potansiyelleri verilmistir. Siralama negatif degerden pozitife dogru yapilir. Buna gore,
kulenin tepesindeki redoks ciftinin rediikte bilesiginin (sag taraftaki) elektron verme
egilimi ve kulenin altindaki redoks c¢iftinin okside bilesiginin (sol taraftaki) elektron
alma egilimi oldukga yiiksektir. Iki bilesik arasindaki rediiksiyon potansiyeli farki AEq
olarak ifade edilir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Y%C4%B1ld%C4%B1z_Teknik_%C3%9Cniversitesi_Elektrik-Elektronik_Fak%C3%BCltesi

Cizelge 2.1 Anaerobik reaksiyonlardaki bilesiklere gore mikroorganizmalarin
siiflandirilmasi [8]

Bakteri Ortak Karbon Elektron Elektron | o oo
Tipi Reaksiyon Kaynagi Kaynagi Alicisi unie
Ad1
Asit Organik Organik Organik Ugucu  yag
fermentasyonu | bilesikler bilesikler bilesikler | asitleri
Demir Organik Organik . Demir(ll),
SR e L Demir(l1)
Anaerobik giderimi bilesikler bilesikler CO,, H,0
hetetrofik . .
.. .. . .| Organik Organik H,S, CO,,
Silfat giderimi | 1 citer | bilesikler S04 H,0
. .. . | Organik Ugucu yag
Metan Uretimi bilesikler asitleri CO, Metan
Cizelge 2.2 Elektron kulesi [9]
Redoks cifti Eo (V) Redoks cifti Eo (V)
CO,/ Glikoz (24e") -0,43 S,06%1 S,05% (2€) +0,0024
2H'/ H; (2¢) -0,42 Fumarat/ Siiksinat (2¢") +0,03
CO, /Metanol (6¢) -0,38 Fe**/Fe® (1e) (pH 7) +0,2
NAD*/ NADH (2¢) -0,32 Sitokrom Coxsreq (1€°) +0,25
CO,/ Asetat (8e) -0,28 NO3;/ NO; (2¢) +0,42
S% H,S (2¢) -0,28 NOs7/ 0,5N; (5¢) +0,74
S04%1 H,S (8e) -0,22 Fe**/Fe® (1e) (pH 2) +0,76
Piruvat/ Laktat (2¢€") -0,19 0,50,/ H,0 (2¢) +0,82

Iki yarim tepkimenin rediiksiyon potansiyelleri arasindaki fark ne kadar fazlaysa,
tepkimeye girdiklerinde aciga cikan enerji miktar1 da o kadar fazla olur. Ornegin

hidrojenle oksijenin birlestigi tepkime sonucu -237 kJ enerji agiga ¢ikar [9].

H, + 0,50, - H,0 AG®= -237 kJ (2.6)




Oksidasyon rediiksiyon reaksiyonlari sonucunda elde edilen enerjinin hepsi bakteriler
tarafindan kullanilmaz. Bir kismi 1s1 vb. sebeplerle kayba ugrar. Yapilan aragtirmalar,

bakterilerin {iretilen enerjinin yaklasik %60°’1n1 kullanabildiklerini gostermektedir [8].

Mikroorganizmalar ve tiim yasayan canlilar oksidasyon rediiksiyon reaksiyonlari
sonucunda ortaya ¢ikan enerjiyi kullanirlar. Birincil elektron vericisinden kopartilan
elektronlar, elektron tasiyicilar1 ile son elektron alicisina aktarilir. Elektron alicist
indirgenir ve elektron tasiyici tekrar serbest hale gecer. Bu arada ortaya ¢ikan enerji,

enerji tasiyicilar yoluyla alinir.

Elektron tasiyicilar, hiicre sitoplazmasina serbest¢e yayilabilen enzimler ve sitoplazma
membraninda enzime yapisik olanlar olmak iizere ikiye ayrilir. Hiicre igine yayilan
enzimlerden en dnemli koenzimler, nikotinamide-adenin diniikleotit (NAD") ve NADP”
dir. NAD" enerjinin iiretildigi katabolik reaksiyonlarda, NADP" ise enerji gereken
anabolik (biyosentez) reaksiyonlarda gorev alir. Sitoplazma membraninda bulunan en
onemli elektron tasiyicilar NADH dehidrojenaz, flavoproteinler, sitokrom ve kuinondur.
NADH dehidrojenaz, sitoplazmik =zarin i¢ yiizeyine baglanmis proteinlerdir.
Flavoproteinler, riboflavin tiirevleri igeren proteinlerdir. Sitokromlar, prostetik grup
olarak demir iceren porfirin halkasina sahip proteinlerdir. Kinonlar, protein igermeyen

ve hidrofobik &zellige sahip elektron tagima zinciri iiyeleridir [7].

NAD® ve NADP" bir molekiilden iki hidrojen ve iki elektron kopararak indirgenir.
Reaksiyonlar su sekildedir;

NAD"+2 H" + 2e° > NADH + H" AG°=62k] (2.7)
NADP* +2 H" + 2 - NADPH+H" AG°=62kJ (2.8)

Reaksiyonlarin serbest enerjisi pozitiftir. Bu da NADH iiretebilmek i¢in organik

molekiilden enerji alinmas1 gerektigini gosterir.

Son elektron alicisinin O oldugu durumlarda ise elektron oksijene aktarilir ve enerji

uretilir.

NADH + H" »NAD" + 2H" +2¢” AG®°=-62kJ (2.9)
5 02+ 2 H" + 2" — H,0 AG® = - 157 kJ (2.10)
Net: NADH + H" + 5 O, — NAD" + H,0 AG®°=-219 kJ (2.12)



Reaksiyonlardan goriilecegi gibi bir molekiill NADH i¢in — 219 kJ enerji iretilir.
Uretilen bu enerji, elektron tastyicilar araciligiyla enerji tasiyicilara aktarilir. En 6nemli
enerji tasiyicisi adenozin trifosfat (ATP)’tir. Enerjinin elektron tasiyicisindan serbest
birakilmasi halinde bu enerji, bir fosfat molekiiliinii adenozin difosfata eklemek igin

kullantlir [7].
ADP + H3PO4 — ATP + H,0 (AG°=32KkJ) (2.12)

Bir mol ATP olusabilmesi igin 32 kJ enerji gerekmektedir. Yukaridaki reaksiyonlarda
bir NADH molekiiliintin 219 kJ enerji iirettigi goriilmektedir. Buna gore teorik olarak
bir NADH molekiiliinden yaklagik 6 mol ATP iiretilir. Fakat gercekte bu deger, 3 mol

ATP’dir. Ciinkii; enerji hi¢cbir zaman %100 verimle aktarilamaz.

Fermentasyon, anaerobik sartlarda glikoliz yoluyla ATP iiretilen biyokimyasal siirectir.
Glikoz basma 2 ATP molekiilii iiretilen fermentasyonda, organik madde hem elektron
alicis1 hem de elektron vericisi olarak kullanilir. Molekiiliin bir kismi ytikseltgenirken
diger kismi indirgenir. Olusacak enerji iiriine bagli olarak degisir. Ornegin glikozun
fermentasyonu (glikoliz) sonucu etanol, asetat, laktat, biitirat veya hidrojen {liretilebilir.
Bunlara bagli olarak iiretilen enerji de farklilik gosterecektir. Sekil 2.2°de Clostridium

acetobutylicum bakterisine ait farkli fermentasyon yollar1 gosterilmistir.

Glikoz

47 2 ATP

2 Gliseraldehit-3-P

VL +2 NADH
4 ATP
2 Piriivat

2 Asetil- CoA
2 Asetat Biitirat Butanol 2 Etanol Aseton
+4 H2 +3H2 -4 NADH -4 NADH
+2 ATP +1 ATP

-2 NADH

Sekil 2.2 Clostridium acetobutylicum bakterisinin ATP iiretmek ya da NADH
rejenerasyonu i¢in farkli fermentasyon yollar1 [2]
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BOLUM 3

MIKROBIYAL YAKIT HUCRELERI

Mikrobiyal yakit hiicresi (MYH) teknolojisi, bakteriler araciligiyla organik maddeden
elektrik enerjisinin iretildigi, gelecek vaat eden bir teknolojidir. MYH’ler, organik
bilesiklerdeki kimyasal enerjiyi mikroorganizmalarin anaerobik sartlardaki katabolik
reaksiyonlar1 aracihigiyla elektrik enerjisine doniistiiren bir biyoelektrokimyasal
reaktordiir [10]. Bu sistemlerde, organik maddeyi pargalayip elektron iireten ve bunlari
hiicre disina transfer eden bakterilere ekzoelektrojen bakteriler denir [11].

Bazi MYH tiplerinde mikroorganizmalar substrattan anodik elektrota elektron
transferinde katalizor gorevi goriir. Bu yiizden yiiksek performansa sahip mikrobiyal
topluluk se¢imi oldukg¢a 6nemlidir. Karisik kiiltiir kullanarak yapilan MYH isletiminde,
farkl1 bakteri tiirlerinin varhigindan dolay1 ¢ok daha karmasik karbon kaynaklari substrat
olarak kullanilabilir. MYH c¢alismalarinda, ¢ogunlukla elektrokimyasal olarak aktif
sedimentten ya da atiksu aritma tesisinden alinan aktif camurlar1 zenginlestirilerek

kullanilmakta ve bu sistemler igin tercih edilmektedir [12].

3.1 Cahsma Prensibi

Tipik bir MYH, anot ve katot bolmeleri ile bu iki bélmeyi birbirinden ayiran proton
degistirici membrandan olusmaktadir. Anot bdlmesinde mikroorganizmalar, organik
maddenin oksidasyonundan elektron, proton ve nihai iiriinler olarak CO, ve biyokiitle
tiretirler [6]. Protonlar membran araciligiyla katot bolmesine gegerken, elektronlar anot
elektrotta toplanir ve harici bir direng ilizerinden katot elektrota iletilirler (Sekil 3.1).
Katotta bir e alicisinin (genellikle Oy) varligit ve membrandan katota gecen pozitif
elektrik yiiklii H"’lar sayesinde, anottaki elektronlar katota dogru ¢ekilir. Burada oksijen
ve hidrojenlerin birlesmesi sonucu su olusur. Katot bdlmesindeki H"’lar tiiketilerek

yogunlugu diisiiriildiigii i¢in, anot bolmesinden katot bolmesine H* gegisinin siirekliligi
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saglanmis olur. Katot iizerindeki elektronlar oksijene aktarildig: i¢in, katodun pozitif
yiikli olmasi saglanarak, anottan katoda elektron akisinin siirekliligi saglanir. Bu
durumda devreye bir diren¢ takilarak (lamba, fan gibi) diretilen elektrik enerjisi
kullanilabilir. Elektrik enerjisi liretebilmek i¢in, anot bélmesinde oksijen veya bagka bir
elektron alicisi bulunmamalidir. Tek elektron alicisi olarak anotun bulunmasi

gerekmektedir. Dolayisiyla, anot b6lmesi tamamen anaerobiktir.

—WW ]

e e’
A ¥

Anot Katot
Memhran

Sekil 3.1 Basit bir MYH yapisi [13]

Mikrobiyal yakit hiicresine glikoz beslendigi durumda gerceklesecek olan temel

reaksiyonlar soyledir:

Anot: CgH1206 + 6H,0 — 6CO, + 24 HY + 24¢ (3.1)
Katot:24H" + 24e” + 60, — 12H,0 (3.2)
Asetat i¢in benzer reaksiyonlar ise soyledir:

Anot:CH;COO" + 2H,0 — 2CO, + 7TH™ + 8¢” (3.3)
Katot:O, + 4e” + 4H" — 2H,0 (3.4)

Susbtrat karbondioksit ve suya donisiirken ayni zamanda elektrik enerjisi de

uretilmektedir.
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Sekil 3.2°de goriildiigii gibi, organik madde (glikoz), anot bdlmesinde pargalanir ve
elektronlar elektrik enerjisi iiretmek i¢in katot bélmesine transfer edilir. Anot bolmesi
anaerobik sartlarda isletilir ve organik madde anaerobik par¢alanmaya maruz kalir.

Dolayisiyla ortamdaki elektronlar oksijen gibi elektron alicilari tarafindan tiiketilmezler.

Anotta iiretilen protonlarin (H") konsantrasyonu arttikca katot bolmesine iyon gegiren
membrane vasitasiyla difiizyon yoluyla gecerek bu bolmedek O’nin veya tercih edilen
bir baska oksidanin anotta iiretilen elektronlarla birlesmesi sonucu su olusur. Boylece
devre tamamlanir ve sistemden dogrudan elektrik {iretimi gergeklesir. Sekil 3.2°de

sistemin mekanizmasi sematize edilmistir.

I3

Ho
= O -

M
E 60, +{2d4e +—|-‘12H 0
CeHy20+ BHO M 2 ; ) 2

ECDE +H2de |+ 2‘“1}

Sekil 3.2 Mikrobiyal yakit hiicrelerinde iyon transferi [14]

3.2 Elektron Transfer Mekanizmalari

Anot bolmesindeki elektron transfer mekanizmasi, mikrobiyal yakit hiicrelerinin nasil
calistigin1 anlamak adina 6nemlidir. MYH’lerde bakterilerden anot elektrota elektron
transferi; (1) Bakteriyel pililer ile dogrudan transfer; (2) Hiicre yilizeyinden dogrudan
transfer ve (3) Medyatorler ile transfer olmak tizere ii¢ sekilde olmaktadir (Sekil 3.3).
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Substrat CO,+H,0
Substrat co »t+ H ;O 18'
Substrat C0O,+H,O le_ Baktexi
u 'y
Med™*
le_ Bakteri J
- Med™ a
Bakteri o Med™* ’

Sekil 3.3 Elektron transfer mekanizmalar1 (a) Dogrudan transfer (b) Bakteriyel pililer ile
dogrudan transfer (c) Medyatorler ile transfer [15]

3.2.1 Bakteriyel Pililer (Nanowire) ile Dogrudan Transfer

Yapilan arastirmalar sonucunda bazi bakterilerin anoda dogru pili denilen kam¢imsi
yapilarla elektron transfer ettigi bulunmustur. Geobacter ve Shewanella tiirlerinin
bakteriyel pili denilen iletken uzantilara sahip olduklar1 goriilmiistiir [2]. Sekil 3.4’te
Shewanella oneidensis’e ait pililerin taramali tiinelleme mikroskopisi ile elde edilen
goriintiisii verilmistir. Reguera ve arkadaslarinin yaptiklar1 arastirmada ise Geobacter

sulfurreducens tiiriiniin iletken uzantilari oldugu gézlenmistir [16].

Sekil 3.4 Shewanella oneidensis tarafindan tiretilen pililer [2]
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3.2.2  Sitokromlar ile Hiicre Yiizeyinden Dogrudan Transfer

Baz1 bakteriler elektronlar1 hiicre ylizeylerinden anota dogrudan transfer edebilmektedir.
Substratin CO;’e oksitlenmesiyle agiga ¢ikan elektronlar anot yiizeyine, c-tipi sitokrom

gibi tasiyici proteinlerle iletilir.

MHY ’lerde bu amagla kullanilan bakterilerden bazilari; Shewanella, Geobacteraceae,
Geobacter, Rhodoferax , G. sulfurreducens ve R. ferrireducens [10, 11]. Bu bakteriler
anodofiller olarak da bilinmekte olup, anot yiizeyi iizerinde biyofilm olusturarak

elektronlar1 anota direk aktarabilmektedirler.

Yapilan  ¢aligmalar ~ Fe(Ill) indirgeyen  Geobacteraceae ailesinden  olan

mikroorganizmalarin dogrudan elektron transfer ettiklerini gostermistir [17].

3.2.3  Medyatorler ile Transfer

Elektron tasiyict medyatorler (elektron arabuluculari), elektronlarin anota transferini
hizlandirmakta ve dolayisiyla MYH performansini artirmaktadir. Bir¢ok bakterinin
yiizeyinde iletken olmayan lipit membran bulunmaktadir. Bu sebeple, elektronlarin
anoda direk olarak transferi engellenmektedir. Bu durumda ortamdaki medyatorler
elektronlarin  anoda transferini  hizlandirmaktadir.  Oksitlenmis  medyatorler,
mikroorganizmanin membranindan elektronlar1 alarak indirgenirler. Daha sonra anot
elektrota elektronlar1 birakarak tekrar oksitlenmis duruma gegerler ve anot sivisi iginde

dagilirlar. Bu dongii, elektron transfer hizini arttirarak elektik tiretimini de artirmis olur.
Iyi bir medyatdr asagidaki dzelliklere sahip olmalidir [10];

—Hiicre membranindan kolayca gecebilmeli,

—Elektron tagima sisteminden elektronlari kolayca alabilmeli,

—Yiiksek elektrot reaksiyon hizina sahip olmal,

—Anot s1visi igerisinde kolayca ¢oziinebilmeli,

—Mikroorganizmalar i¢in toksik olmamali ve biyolojik olarak parcgalanabilir

olmamall,

—Ucuz olmalidir.
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Bazi mikroorganizmalar (Pseudomonas aeruginosa) kendiliginden medyatdr iiretirken,
Actinobacillus succinogenes, Desulfovibrio desulfuricans, E. Coli ve Pseudomonas

fluorescens gibi tiirlerin disaridan medyator ilavesine ihtiyaglari vardir [10].

Calismalarda kullanilan medyatorlerden bazilari, notral kirmizi, metilen mavisi, tionin
ve Fe(IIHEDTA’dir. Sentetik medyatorlerin toksik etkiye sebep olmalar1 ve degisken

yapilart MYH uygulamalarini sinirlamaktadir.
3.3 Voltaj ve Gii¢ Uretimi

3.3.1 Voltaj Uretimi

Mikrobiyal yakit hiicrelerinde elde edilen maksimum voltaj 0,3 V ile 0,7 V arasindadir.
Voltaj, dis direncin (Rg) (ya da devre {iizerindeki yiikiin) ve akimin (I) bir
fonksiyonudur [2]. Harici rezistans iizerinden gegen voltaj ya da MFC’deki yiik
multimetre kullanarak 6l¢iilmektedir. Voltaj dl¢limleri Ohm kanunu kullanilarak akim

degerlerine doniistiiriiliir:
V=1R (3.5
Burada, V: Volta},V, I: Akim, A, R: Direng, €’ dur.

MYH tarafindan iiretilen voltaj, ana redoks reaksiyonunun Gibbs serbest entalpisinden
anlagilabilir. Bakteriyel metabolik aktivitelerin ortak ara {irlinii olan asetatin

parcalanmasina ait reaksiyonlar soyledir:

Anotta (asetat oksidasyonu, pH=7):

CH3COO" + 4H,0 — 2HCO3 + 9H" + 8¢” Eo= 805 mV (3.6)
Katotta (oksijen varliginda, pH= 7):

0, + 4H" +4¢" — 2H,0 Eo= 296 mV (3.7)

Bu durumda teorik elektro motor kuvveti 1,1V iken, pratikte elde edilen deger her
zaman bu degerin altindadir. Kayiplar, bakteri metabolizmas1 ve biyofilm yapisina
baglidir. (Sekil 3.5). MYH’lerdeki gercek voltaj degeri ¢cogunlukla 0,6 V ile 0,8 V
arasindadir [18].
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Substrat

——— ] 296mV — — —

Sekil 3.5 MYH’de redoks ile voltaj birikimi arasindaki iliski [18]

3.3.2 Gii¢ Uretimi

MYH’de iiretilen gii¢ asagidaki gibi hesaplanmaktadir [19]:

P=1V (3.8)
Burada, I: Akim, A, V: Voltaj, V, P: Giig, W’ tir.

Gii¢ yogunlugu, anot elektrot ylizey alani ya da anot bélmesinin hacmi ile iiretilen gii¢

arasinda iligki kurmak i¢in kullanilir. Anot elektrot yiizey alanina bagh olarak gii¢
yogunlugu;
Ppoa= IVIAA (3.9)

Burada, Ppa: Elektrot alanina bagh gii¢ yogunlugu, W/m? Aa: Anot elektrot yiizey

alani, m? dir.
Toplam ya da net anot bolmesinin hacmine bagl olarak gii¢ yogunlugu;
Pov=IVIv (3.10)

Burada, Ppyv: Anot hacmine bagh gii¢ yogunlugu, W/m®, v: Anot bdlmesinin hacmi, L

ya da m*tir.
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3.3.3 Enerji

Mikrobiyal yakit hiicre teknolojisi,. organik bilesiklerin baglarindaki depolanmis
enerjiyi mikroorganizmalarin aktiviteleri sonucu elektrik enejisine doniistiiren alternatif
bir yaklasimdir. Logan [2], bir ornekle, evsel atiksu kullanilan 100000 kisilik bir
kasabanin maksimum enerji geri doniisiimiiniin faydali enerji potansiyelini

hesaplamstir:

(@) 500 L/ kisi.giin, 300 mgKOI/L ve 14.7 kJ/ gKOI kabulleri igin (Shizas ve Bagley,

2004) maksimum enerji tiretimini hesaplayiniz.

(b) 0.44 $/ kW .sa i¢in elektrik degeri ne kadardir?

(c) 1.5 kW/ ev kabul edildiginde bu gii¢ kag haneye verilebilir?
Cozim:

(@) Verilen kabullerle basit birim c¢evriminden gii¢ megawatt (MW) olarak

hesaplanabilir.

mgKOI 500L 14,7k] 1kWsa 1giin MW
P=(3l]l] d )( - ,.)[ Skisi) — ] 2
giin. kisi

L 10%mg g. KOI 3600k] 24 sa103kW

P =2,6MW

(b) Yukaridaki sonug siirekli gii¢ iiretimi i¢indir, boylece kW.sa’e gevrilir ve verilen

elektrik bedeli kullanilarak bu gii¢ degeri soyle hesaplanabilir:

0,44%"% 10°kW.sa 24.365 sa
= (2,6MW)

= 10x10°8 /y1l
kW. sa MW yil * /n

Boylece US genelinde elektrik degeri ¢esitli degisimler gostermesine ragmen, giiciin

yillik 10 milyon $ kadar bir deger oldugu hesaplanabildigi goriilmektedir.

(c) Bu giiciin hizmet verecegi ev sayisi (h), iiretilen giiclin ev basina ihtiya¢ duyulan

elektrigin oranidir veya;

ev ) 10%kW

h=(2,6MW (
( ) 1,5kW/ MW

= 1700 ev

18



3.4 MYH’lerde Kullanilan Malzemeler

MYH’lerde kullanilan malzemelerin se¢iminde dikkat edilmesi gereken oOnemli
hususlar; gii¢ iiretimini ve kolombik verimi artiracak, diisiik maliyetli, kolaylikla
Ol¢eklenebilen malzemeyi belirlemektir [2]. Yakit hiicrelerinde anot, katot ve membran

olmak iizere ii¢ temel bilesen vardir.

3.4.1 Anot Malzemeleri

Anot malzemesinin ¢ok 1yi derecede iletken, korozif olmayan, biliyiik ylizey alanina ve
yiiksek gbdzenek hacmine sahip, tikanmayan, diisiik maliyetli, yapimi kolay ve biiyiik
Olgekli uygulamalarda da kullanilabilir olmasi gerekir [2]. Bunlara ek olarak bakteri,
malzemeye tutunabilmeli ve iyi bir elektrik baglantis1 elde edilebilmelidir. Elektrot

malzemesinin bakterinin elektron transferini nasil etkiledigi de bilinmelidir.

Karbon bazli malzemelerden anot elektrot olarak siklikla kullanilan malzemeler, karbon
kagit, karbon kumas, karbon kopiik ve karbon siingerdir. Bu malzemeler yiiksek
iletkenlige sahiptirler ve bakteri gelisimi i¢in de uygun bulunmustur [2]. Karbon kagit
hafif kirilgan bir malzemedir fakat baglantisi kolaydir. Bakir da iletken bir malzemedir
ancak zamanla toksik etki yapacagindan tercih edilmemelidir [18]. Bunlarin diginda
grafit cubuk, grafit kege, grafit plaka, grafit levha, grafit graniil, grafit fiber ve grafit

firga, metal ve metal kaplama malzemeler olarak siralanabilir [2].

Anodun malzemesi ve yapisi, mikrobiyal gelisimi ve elektron transferini etkilemektedir.
Anot olarak kullanilan malzeme, iyi bir elektriksel iletkenligin yaninda, kimyasal olarak
stabil, mikroorganizma ile uyumlu ve ucuz olmalidir. Anot malzemesi olarak paslanmaz
celik uygun olabilir [18]. Calismalarda anot malzemesi olarak siklikla karbon
kullanilmistir [22]. Plaka, gubuk ya da graniil olarak kullanilabilecegi gibi lifli (fibrous)
malzeme olarak kege, kumas, kagit, kopiik seklinde de kullanilabilir. Grafit yaygin

olarak kullanilan anot malzemedir [23].

Karbon bazli malzemeler, yiiksek elektrik iletkenligine, biiyiik yiizey alanina sahip
olmas1 ve mikrobiyal ortamdaki kararliligindan dolay: siklikla kullanilmaktadir. Bazi
durumlarda MYH’de gii¢ liretimini artirmak i¢in karbon bazli anotlar, metal ya da metal

oksitleriyle degisiklik yapilarak kullanilmaktadir [3].

Chaudhuri ve Lovley [24], iki bolmeli MYH’de yaptiklar1 ¢alismada anot elektrot

olarak grafit ¢ubuk, grafit kege ve grafit kopiik kullanarak, bu li¢ malzeme ile elde
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edilen akim yogunluklarini karsilastirmiglardir. Grafit kege ile elde edilen akimin grafit
cubuk ile elde edilene gore ii¢ kat daha fazla oldugu goriilmiistiir. S6z konusu

calismada, bu farkin, malzemeden degil yiizey alanindan kaynaklandigi vurgulanmaistir.

Grafit graniiller anot malzemesi olarak ilk kez Rabaey vd. (2005) tarafindan

kullanilmistir [2]. Baz1 ¢alismalarda ise yatak dolgu malzemesi olarak da anot ve katotta

kullanilmastir [25; 26].

3.4.2 Katot Malzemeleri

Katot malzemesi, MYH’lerde gii¢ iiretimini sinirlayan ve performansi biiyiik olciide
etkileyen bir diger faktordiir. Calismalarda reaktor ve atiksu tipine gore farkli katot
malzemeler kullanilmistir. Genellikle grafit bazli malzemeler kullanilmakla birlikte anot

elektrot olarak kullanilan malzemeler, katot elektrot olarak da kullanilabilmektedir [10].

Iki bolmeli MYH’lerde katot ¢ozeltisi olarak cesitli elektron alicilari kullanilmistir.
Katot bolmesinde elektron alicist olarak genellikle O, kullanilmaktadir. Bunun diginda
ferrisiyaniir de calismalarda siklikla kullanilan elektron alicisidir. Ferrisiyaniir ve
permanganat gibi kimyasallar uzun siireli isletmeler i¢in siirdiiriilebilir ve pratik
olmamalarina ragmen kullanilmaktadir. Elektron alicisi olarak oksijen kullanilmasi,
yiiksek termodinamik redoks potansiyeline sahip olmasi, siirdiirebilir igletimi ve temin
edilebilirliginin kolay olmasi agisindan avantajlidir. Bununla birlikte metal katalizor
kullanilmadikga yiiksek katodik potansiyele sahip olunmasi zordur. Cok diisiik yiikleme
oranlarinda dahi platin, oksijenin indirgenmesini hizlandirir. Katot olarak karbon
kumasin kullanildigi bazi c¢alismalarda elektrot Pt kaplanmustir [12, 27]. Yapilan
calismalarda platinden daha ucuz, demir (II) ftalosiyanin gibi metaller de katalizor

olarak kullanilmistir [28].

Bakteri zenginlestirmesine bagli olan biyokatotlar gelistirilmektedir. Biyokatot, gelecek
vaad eden, sorunsuz bir katot reaksiyonunu gelistirme yontemidir. Bu sistem
MYH’lerde medyator ya da katalizérler olmadan katot performansini artirmak igin
uygulanabilir. Biyokatodun bir uygulamasinda nitrat1 elektron alic1 olarak kullanarak 10
Wim?® ¢ikis elde etmislerdir [29]. Asetatin okside edildigi tiip seklindeki MYH’ nin
anodu, elektrik {iretimi i¢in acik hava biyokatodu ile birlikte kullanildiginda maksimum

enerji Uretimi kesikli ve siirekli sistemler i¢in sirasiyla 83 ve 65 W/m® olarak
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bulunmustur [30]. Buna ragmen biyokatotla ilgili sinirli bilgi mevcuttur ve su ana kadar

biyokatatla ilgili mekanizma ve mikrobiyal igerikle ilgili caligma yapilmamistir [31].

Deng vd. [28] yaptiklar1 ¢alismada, aktif karbon fiber kege, diiz karbon kagit, karbon
kece ve platin kaplanmis karbon kagit seklinde dort farkli katot malzemesi kullanarak
yukar1 akishh MYH’de gii¢ iiretimini incelemislerdir. Calismanin sonunda aktif karbon
fiber kece ile yapilan testlerde maksimum gii¢ yogunlugu 315 mW/m? elde edilmistir.
Diger ii¢ elektrotta bu degerler olduk¢a diisiik olup, karbon kagit i¢in 67 mW/m?,
karbon kece i¢in 77 mW/m? ve platin kaplanmis karbon kagit icin 124 mW/m? dir.
Caligmada ayrica aktif karbon fiber kege elektrot platin ile kaplanarak da gii¢ iiretimine
etkisi incelenmistir. %24 artirarak 392 mW/m?*’ye yiikseltmistir.

Oh ve Logan [32], calismalarinda katotta ferrisiyaniir, Pt karbon katot ve oksijen gibi li¢
farkli elektron alicisinin MYH’de giic yogunluguna etkisini incelemislerdir. Bu
calismada, ferrisiyaniiriin gii¢ iiretimini Pt-katalizor ve O,’den 1,5 — 1,8 kat daha fazla

artirdig gorilmustiir.

3.4.3 Membran

Membran, iki bolmeli MYH’lerde anot ile katot bolmelerini ayiran ve anottan katota
proton transferini saglayan malzemedir. Membranin diger bir 6zelligi de katottan anota
oksijen diflizyonunu ve katot c¢ozeltisindeki diger katyonlarin anoda gegisini

engellemesidir.

Ayiricinin olmamasi durumunda oksijen ve substrat difiizyonu artmakta ve boylece
kolombik verim ve anot mikroorganizmalarinin biyoelektrokatalitik aktiviteleri

diismektedir [33].

Membranlarin dezavantajlart yiiksek maliyetli olmalar1 (Nafion 117 1400 $/m?, CMI-
7000 80$/m2; Membranes International, Inc.) ve sistem performansini diisiirmeleridir
[2]. Maliyetin yiiksek olmasi biiyiik 6lgekli uygulamalar i¢in malzemenin kullanimini
siirlandirir. Substrat diflizyonunun artmasi membran yiizeyinin tikanmasina Sebep

olur.

Membrandaki proton transfer hizinin diisiik olmasi anot ve katottaki reaksiyon hizini
etkilemektedir. Protonlarin anotta birikmesi ise mikrobiyal aktiviteyi durdurur [3].
Elektrotlarin arasindaki ayirici, genellikle katyon degistirici membranlar, anyon

degistirici membranlar ve ultrafiltrasyon membranlardir [28]. Literatiire bakildiginda
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siklikla kullanilan katyon degistirici membranlarin Nafion 117 ve Ultrex CMI-7000
oldugu goriilmektedir [12, 22, 25, 33, 34, 35, 36].

Nafion 117 (117, membranin kalinligin1 ifade eden kod), MYH’lerde en sik kullanilani
membrandir [2]. Nafion, proton degistirici membran olarak da adlandirilabilir. Bu
membran perflorasiilfonatli polimerik membrandir. Eksi yiiklii siilfonat gruplarinin

varligindan dolayi ¢esitli katyonlara yiiksek iletkenlik gosterir.

MYH’de protonlar ile diger katyonlarin membrandan gegis i¢in rekabet halinde olmalari
da performans: etkilemektedir. Anotta {iretilen protonlar yeterli hizda katota
gecemezlerse, anotta pH diisecek, katotta ise artacaktir. Anotta pH’nin diismesi bakteri
faaliyetini ve dolayisiyla akim tretimini etkileyecektir. Katotta artmasi ise protonlarin
(H") kiitle transfer hizin1 olumsuz yénde etkileyerek MYH sisteminde katot bélmesine
proton taginiminin sinirlanmasina yol agacaktir. Katot bdlmesindeki pH degisimi
tampon c¢ozelti kullanilarak dengeye getirilebilir. Ancak bu durumun gii¢ liretimine

etkisi olabilen biyofilmdeki pH degisimlerini ne derece etkileyecegi hususu net degildir
[2].

CMI-7000, MYH’lerde kullanilan diger bir katyon degistirici membrandir. Capraz bagl
yapistyla jel polistiren ve divinilbenzenli gii¢lii asit polimer membrandir. Nafion 117
membrant 0,019cm kalinliginda; CMI-7000 membrani ise 0,046cm kalinligindadir.
CMI-7000 membrant Nafion 117’ye gore biraz daha kalin, daha sert ve diisiik
maliyetlidir [2]. CMI-7000 membrani, Nafion membrana kars1 kiyaslanabilir bir katyon
iletkenligine ve dayanikliliga sahiptir [33].

Iki membranla da bir¢ok ¢alisma yapilmasia ragmen membranin, gii¢ yogunlugu ya da
kolombik verim agisindan MYH performansint  nasil etkiledigi  halen iyi
anlagilamamistir [37]. Membransiz MYH’lerde katot elektrotlar bakteri ve substrat
tarafindan kolayca kirletilmektedir. Katot yiizeyindeki ince bir biyofilm tabakast MYH
performansini bozabilir [13]. ki membranin teknik 6zellikleri ayrintili olarak Cizelge

3.1°de verilmistir.

Liu ve Logan [21], caligmalarinda proton degistirici membran varliginda ve
yoklugunda, tek bolmeli hava katot MYH’nin performansini karsilastirmislardir.
Membran varhiginda elde ettikleri gii¢ yogunlugu 262 mW/m? iken, membransiz

durumda bu deger 494 mW/m*’ye yiikselmistir.
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Yapilan bir diger ¢alismada da membranlarin isletme problemleri arastirilmigtir [39].
Buna gore bazi katyon tiirlerinin, Nafion’dan protonlara gore 10° kat fazla oranla
gectigini ve bunun sonucunda katot bolmesinde bu katyonlarin biriktigi gorilmiistiir.
Katot reaksiyonunda protonlar tiiketilirken, katyon tiirlerinin varligi katot bélmesinin

pH’sim1 yiikseltmektedir. Bu da MYH performansinin diismesine sebep olmaktadir.

Cizelge 3.1 Iki farkli proton degistirici membranin teknik dzellikleri

Ozellikler CMI-7000% Nafion 117°
Islevsellik Kuvvetli asit Kuvvetli asit
CEM
Polimer yapisi Jel polistiren Florokarbon vinil
eter polimer
Fonksiyonel grup Siilfonik asit Siilfonik asit
fyonik form Sodyum Sodyum
Standart kalinlik, mm 0.45+0.025 0.183
Toplam katyon 1.6+£0.1 0.95-1.01
degistirme kapasitesi
(mea/q)
Isil kararlilig1 (°C) 90 190
Calisma pH’s1 1-10 1-8
Ohmik rezistans (Q <30 15°
cm?) 0.5M NaCl

a: Ultrex, Membrane International Inc., b: Ref.: [38]

3.5 MYH Tipleri

Literatiirde farkli tipte MYH reaktorleri ile yapilan ¢alismalar mevcuttur [11, 25, 27,
28]. Bunlar; iki bolmeli MYH, tek bolmeli MYH, boru seklinde tek bolmeli MYH,
birden ¢ok reaktorden olusan perdeli MYH olarak siralanabilir. Siklikla kullanilanlari
ise iki bolmeli H tipi ve tek bolmeli hava katot MY H reaktorleridir [36].
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3.5.1 iki Bolmeli MYH

Iki bolmeli MYH, anot bolmesi, katot bolmesi ve bu iki bélmeyi birbirinden ayiran
proton degistirici membrandan olusmaktadir (Sekil 3.6). Anot bdélmesinde organik
madde anaerobik sartlarda okside olurken, olusan elektronlar anottan harici bir dirence
gecmektedir. Membrandan gecerek katot bolmesine gegen protonlar, katot bolmesindeki

oksijen ile birleserek su olustururlar.

Rezistans
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Sekil 3.6 iki bolmeli MYH [10]

Iki bolmeli MYH’lerde dikkat edilecek nokta, secilen membranin protonun gegisine izin
verip, substratin ve katottaki elektron alicisinin (genellikle Oj) gegcisine izin
vermemesidir [23]. iki bolmeli MYH’nin en &nemli dezavantaji ise katot bolmesinin

stirekli havalandirilmasi esnasinda O, ’nin anot bolmesine gegme riskinin olmasidir [21].

H-tipi sistemler, farkli malzemeler kullanarak gii¢ iiretiminin ya da mikrobiyal tiirlerin
arastirtlmasi i¢in uygundur, fakat genellikle diisiik giic yogunluklar1 elde edilir. Bu
sistemlerde tiretilen glic miktar1 anot, katot ve membranin birbiriyle temas ettigi yiizey
alanlarindan etkilenmektedir [23]. Iki bélmeli MYH’lerde gii¢ yogunlugunu artirmak
i¢in yapilan islemlerden Boliim 3.6’da detayli olarak bahsedilmistir.

Iki bolmeli MYH’de asetat, glikoz ve ksilozdan elektrik iiretiminin arastirildigs bir
baska calismada Thygesen, vd. [40] tarafindan gergeklestirilmistir. Calismada medyator

olarak hiimik asit kullanilmistir. Medyator kullanilmaksizin asetat ile maksimum voltaj
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(570 mV, 1000Q) ve maksimum gii¢ yogunlugu (123 mW/m?) elde edilmistir. Glikoz
icin gii¢ yogunlugu ise 28 mW/m? ve voltaj 380 mV, ksiloz i¢in gii¢ yogunlugu 32
mW/m? ve voltaj 414 mV olarak kaydedilmistir. Medyator olarak hiimik asit
kullanilmas1 (2 g/L), giic yogunlugunu glikoz i¢in %84, ksiloz i¢in %30 artirmistir.

3.5.2 Tek Bolmeli MYH

Tek bolmeli MYH ile yapilan ilk ¢aligma 1989 yilinda Sell vd. tarafindan yayinlanmigtir
[2]. 1ki bolmeli MYH’lerdeki yiiksek hacim ve havalandirma igin fazladan maliyet gibi
zayifliklar1 artirmak adina, katot bolmesini ¢ikararak daha basit ve daha verimli tek

bolmeli MYH’ler gelistirilmistir [22].

Tek bolmeli hava katot MYH’lerde katot bolmesi yoktur. Katot elektrot dogrudan hava
ile temas halindedir. Uretilen protonlar anot ¢ozeltisinden gdzenekli hava katota
gecerler [10]. Reaktoriin basit bir tasarimi vardir ve katot bdlmesi olmadigindan

havalandirma i¢in ilave maliyet gerekmez.

Tek bolmeli MYH’lerde anot elektrot, membrana bitisik ya da membrandan ayr1 olacak

sekilde farkli reaktor tasarimlari mevcuttur (Sekil 3.7).

A —NM-'l =

Hava katot Hava katot

Sekil 3.7 Tek bolmeli MYH reaktorleri (A)Tek bolmeli hava katot reaktor, elektrotlar
ayr1 (B) Tek bolmeli hava katot reaktor, elektrotlar membrana bitisik [3]. M, Medyator;
CHO, organikler.

Tek bolmeli MYH’lerde membran katota su sizmasinit engeller ve anot bdlmesine
oksijen difiizyonunu azaltir. Anot bolmesindeki bakterinin oksijen tiiketimi, diisiik

kolombik verime sebep olur [23].
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Calismalarda kullanilan farkli hacimlerdeki tek bolmeli MYH tipleri Sekil 3.8°de

goriilmektedir.

Sekil 3.8 Farkli hacimlerdeki tek bolmeli MYH’ler. (A)28 mL (B)250 mL (C)1 L
(D)1,6 L [41]

Min vd. [42], yaptiklar1 ¢alismada tek bolmeli ve iki bolmeli MYH’de domuz
kesimhanesi atiksularindan elektrik enerjisi iiretimini incelemislerdir. Buna gore tek ve
iki bolmeli reaktorlerde iiretilen maksimum gii¢ yogunluklar sirasiyla 261 mW/m? ve
45 mW/m* dir.

3.5.3 Diger MYH Cesitleri

Literatiirde iki bolmeli ve tek bolmeli MYH disinda farkl: tip reaktorlerle de caligsmalar
yapilmigtir. Rabaey vd. [35] tarafindan tasarlanan dis kisminda katot i¢ kisminda ise
anot bdlmesinin yer aldig1 tiip seklindeki reaktoriin sematik goriiniimii Sekil 3.9A’da
verilmistir. Caligmada substrat olarak asetat, glikoz ve hastane atiksuyu kullanildiginda
elde edilen maksimum gii¢ yogunluklar sirasiyla 90 W/m?®, 66 W/m? ve 48 W/m? olarak
kaydedilmistir.

Aelterman vd. [25] calismalarinda perdeli MYH kullanmislardir. Reaktor birbirine
bitisik yakit hiicrelerinden olusmaktadir (Sekil 3.9B). Bu tasarimla hiicre potansiyelini
artirmak amaglanmis, calismada elde edilen maksimum gii¢ yogunlugu ise 258 W/m®

olarak kaydedilmistir.
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Sekil 3.9 (A) Tiip seklindeki MYH reaktorii, (B) Perdeli MYH reaktorii [10]

He vd. [43], calismalarinda yukari akisli ¢camur yatakli anaerobik reaktdrden (UASB)
modifiye edilen yukar1 akish MYH reaktorii kullanmislardir. Calismada elde edilen
maksimum gii¢ yogunlugu 170 mW/m?dir. Calismada kullanilan reaktdriin sematik

goriiniimii ise Sekil 3.10°da verilmistir.

Anot

Geri devir

Sekil 3.10 Yukar1 akislt MYH reaktorti [43]



3.6 MYH’lerde Elektrik Uretimini Etkileyen Faktorler

MYH performansi, diisiik potansiyele sahip (glikoz) organik maddeyle yiiksek
potansiyele sahip (oksijen) nihai elektron alicis1 arasindaki elektrokimyasal
reaksiyonlara baglidir[10]. MYH performansi, substrat dontisiim hizindan, anot ve
katottaki asir1 gerilimden, proton degistirici membranin performansindan ve hiicrenin i¢

direncinden etkilenmektedir.

Substrat, MYH’lerde elektrik iiretimini etkileyen en onemli faktorlerdendir. Kullanilan

substrata gore sistemde tiretilen gii¢ farklilik gosterir [1].

Anot bolmesindeki mikroorganizma tiirii, MYH tasarimi ve isletme kosullari giic
tiretimini ve kolombik verimi etkilemektedir [9]. MYH’de kullanilan bakteri ¢esitleri de
giic yogunlugu ve kolombik verimi etkilemektedir. Metal indirgeyen bakterilerin
varliginda medyatér ya da dis elektron tasimimina gerek kalmaz. Bu bakteriler,

Shewanella, Ghodoferax ve Geobacteraceae ailelerindendir [32].

Sicaklik, MYH performansini etkileyen bir diger unsurdur. Bununla birlikte sicakligin
MYH performansina olan etkisine dair yapilan ¢aligsmalar oldukca az olup bunlar gercek
atiksuyla yapilan calismalar degildir. Gergek atiksu ile yapilan ¢cogu ¢alisma mezofilik
sartlarda gerceklestirilmistir [6].

Jadhav ve Ghangrekar, [36] calismalarinda farkli sicaklik, pH, dis direng ve giris KOI
konsantrasyonlar1 icin MYH performansimi incelemislerdir. Diigiik isletme
sicakliklarinda, yiiksek sicakliklara gore daha yiiksek akim ve kolombik verim elde
edilmistir. Bununla birlikte KOI giderim verimi sicakligin diismesiyle diismiistiir. Anot
bolmesinin pH’smin 6,5 oldugu durumda MYH’de maksimum akim elde edilmistir.
Anot ve katot bolmeleri arasindaki pH farkinin artmast MYH’nin i¢ direncini
diisiirmiistiir. D1s direncin diisiik olmas1 KOI giderim verimini ¢ok az artirmstir. Diisiik
sicakliklarda da sistemde elektrik iiretilmesi, elektrokimyasal olarak aktif bakterilerin

diisiik sicaklikta da aktivitelerini kaybetmedigini gosterir.

Diisiik sicaklifin MYH performansina etkisinin incelendigi diger bir ¢alismada ise
sicakligin artmasiyla (4°C’den 30°C’ye) gii¢ liretiminin arttigi goriilmiistiir [27].
Kolombik verim ise sicakligin artmasiyla diigmiistiir.

Ahn ve Logan [6], ¢alismalarinda tek bolmeli hava katot MYH ile evsel atiksu
kullanarak iki farkli sicaklikta (2343 °C ve 30+1 °C), kesikli ve siirekli akis i¢in MYH
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performansini incelemislerdir. Calisma sonunda en yiiksek gii¢ yogunlugu 422 mW/m?
(12,8 W/m®) olarak, siirekli isletmede ve mezofilik sartlarda elde edilmistir. Bu da

sicakligin MYH’lerde gii¢ iiretimine 6nemli bir etkisinin oldugunu gostermektedir.

Chae vd.,[34] arastirmalarinda MYH’lerde kullanilan substrat tipinin anot biofilmindeki
mikroorganizma cesitliligini ve dolayisiyla elektrik iiretim performansini etkiledigini
gormiiglerdir. Substrat olarak asetat, glikoz, propiyonat ve biitirat kullanilarak yapilan
calismada elde edilen giic yogunluklari, glikoz i¢in 156 mW/m?, asetat icin 64,3
mw/m?, propiyonat i¢in 58 mW/m? ve biitirat i¢in 51,4 mW/m? dir.

Thygesen vd. [40] tarafindan yapilan bir c¢alismada, farkli substrat cesitlerinin
MYH’lerdeki gili¢ iiretimine etkisini arastirmak amaciyla asetat, glikoz ve ksiloz
kullanilmistir. Glikoz ve ksilozdan daha basit yapida oldugundan en yiiksek voltaj ve
giic yogunlugu asetat ile elde edilmistir. Calismada medyatdriin etkisi de incelenmistir.
Hiimik asitin eklenmesiyle, glikoz ve ksilozda gii¢ yogunlugu artmis fakat asetatta, ic
direng sinirlayici bir etkiye sahip oldugundan bu etki belirgin bir sekilde goriilmemistir.
S6z konusu ¢aligsmada, hiimik asitin gii¢ yogunlugunu arttirmasina bagl olarak iyi bir

medyator oldugu kaydedilmistir.

Anot bdlmesinin pH’s1 substrat metabolik aktivitesini etkileyen énemli bir faktordiir. ki
bolmeli MYH ile yapilan bir ¢alismada anot bélmesinin pH’sinin MYH performansini
nasil etkiledigi arastirilmistir [44]. Bunun i¢in asidik, notr ve alkali ortamlarda katot
cozeltisinde elektron alicist olarak hava ve ferrisiyaniiriin kullanildig:r iki reaktor
kurulmustur. Anot bdlmesi asidik iken daha yiliksek degerde gii¢ iiretilmistir (65,82
mW/m?). Bununla birlikte substrat par¢alanmasinin nétr sartlarda daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Katot ¢ozeltisinde ferrisiyaniir olmasinin gii¢ {iretimine olumlu bir
etkisinin oldugu goriilmiistiir. Ancak atiksu aritma verimine kayda deger bir etkisinin

olmadig1 sonucuna varilmistir.

Oh ve Logan [32], proton degistirici membranin ve elektrotun yiizey alanmin
MYH’deki gii¢ iiretimine etkisini arastirmislardir. Iki bolmeli MYH’de farkli membran
yiizey alanlar1 ve anot, katot boyutlar1 i¢in incelemeler yapmislardir. Sabit anot ve katot
yiizey alaninda, giic yogunlugu membran boyutunun artmasiyla artmis ve maksimum
giic yogunlugu 190 mW/m? olarak kaydedilmistir. Membran ylizey alanimin anot ve
katot elektrotlarin alanlarindan iki kat daha biiyiik oldugu durumlarda ise maksimum

giic yogunlugu hemen hemen aymi c¢ikmistir (168+4,53 mW/m?). Membran ylizey
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alaninin, elektrot ylizey alanindan kiiciik oldugu durumlarda ise i¢ direncin artmasina

bagli olarak, glic yogunlugunun diistiigii tespit edilmistir.

Iki bdlmeli MYH’de yapilan bir ¢alismada katot yapisinin gii¢ iiretimine etkisi
incelenmistir [45]. Katot ylizey alaninin artmasiyla gii¢ iiretiminin %24 oraninda arttigi,
alanin azalmasiyla iretimin %356 oraninda distigi goriilmistiir. Katotta Pt
kullanilmadiginda da gii¢ iiretimi 6nemli oranda (%78) diismiistiir. Elektron alicisi
olarak ¢6zlinmiis oksijen yerine ferrisiyaniir kullanildiginda ise elde edilen maksimum
giic %50-80 oraninda artmistir. Bu durumun, kiitle transfer veriminin artmasindan ve
ferrisiyaniiriin  ¢oziinmiis oksijene gore daha biiylik katot potansiyeline sahip

olmasindan kaynaklandig1 vurgulanmaistir.

Cheng ve Logan [41] tarafindan yapilan MYH o6lgek biiylitme caligmalar1 esnasinda
elektrot yiizey alani ve reaktdr geometrisi gibi faktorlerin yani sira ¢ozelti sartlarinin da
onemli oldugunu ve iletkenlik, substrat konsantrasyonu gibi 6zelliklerin iyi anlagilmasi
gerektigine dikkat ¢ekmislerdir. Substrat konsantrasyonu, anot performansini biiyiik
Olciide etkilerken katotta aymi oranda etkili olmadigi belirlenmistir. Benzer sekilde
cozeltinin iletkenligi katot performansini etkilerken anotta etkili olmadigi sonucuna
vartlmigtir. Katot yiizey alanmi gii¢ iiretimini etkileyen onemli faktorlerdendir. Evsel
atiksuyla yapilan caligmada katot yiizey alaninin iki katina ¢ikarilmasiyla giic
tiretiminin %62 oraninda arttig1, anot ylizey alaninin iki katina ¢ikarilmasiyla ise bu

artisin %12 oldugu belirlenmistir.
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BOLUM 4

ATIKSU ARITIMINDA MYH

Elektrik iretilen ve ayni zamanda atiksu aritiminin gergeklestigi mikrobiyal yakit
hiicrelerine ilgi giderek artmaktadir. MYH’ler ile laboratuar olgekli ¢ok sayida ¢alisma
yaptlmistir. Calismalarda esas alinan nokta, giic yogunlugunu artirmaktir. Bu
calismalarda sentetik atiksularin  yam1 sira evsel ve endiistriyel atiksular da
kullanilmistir. Karbon kaynagi olarak glikoz, laktat ya da asetatin kullanildig1 sentetik
atiksularla elektrik iiretimi daha kolay gerceklesebilir. Ancak MYH’ler gercek atiksu
aritim1 i¢in de biiylik bir potansiyele sahiptir. Evsel atiksu, domuz atiksulari, bira
endiistrisi atiksulari, nisasta ve gida isleme atiksular1 ile MYH’lerde elektrik iiretim

calismalar1 yapilmustir [12, 27, 42, 46, 47].

Liu ve Logan [21] ¢alismalarinda proton degistirici membran varliginda ve yoklugunda
tek bolmeli hava katot MYH reaktoriinde karbon kaynagi olarak glikoz kullanilan
sentetik atiksu ve evsel atiksu ile elektrik {iretimini incelemiglerdir. Glikoz ile yapilan
isletimde elde edilen maksimum giic yogunlugu 494421 mW/m? iken evsel atiksu

kullanilarak yapilan isletimde bu deger 1468 mW/m? dir.

Bira fabrikasinin atiksu aritma tesisinden alinan atiksu ile yapilan bir ¢alismada tek
bolmeli hava katot MYH ile elektrik iiretimi arastirilmistir [47]. Calisma sonunda elde
edilen maksimum giic 24,1 W/m*tiir. Calismada ayrica, fosfat tampon c¢ozeltisi
ilavesinin ve substrat konsantrasyonun yiikselmesinin reaktoriin elektrokimyasal

performansina ve substrat giderim verimine olumlu etkisinin oldugu goriilmiistiir.

Lu vd. [21] ¢alismalarinda tek bolmeli hava katot MYH’de nisasta isleme atiksuyu
kullanarak  elektrik iiretimini arastirmuslardir.  Yaklastk 5000 mg/L  KOI
konsantrasyonuna sahip atiksuyun MYH’de substrat olarak kullanilabilecegini ve

elektrik tiretilebilecegini gormiislerdir. Elde edilen maksimum voltaj liretimi, akim
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yogunlugu ve gii¢ yogunluklar sirayla 490.8 mV, 893,3 mA/m? ve 239,4 mW/m? dir.
Bunun yani sira KOI ve amonyak azotu giderim verimleri de sirasiyla %98 ve %90,6

olarak bulunmustur.

Antonopoulou, vd. [12], iki bolmeli medyatorsiz MYH’de seyreltilmis peynir alti
suyundan elektrik iiretimini aragtirmiglardir. Glikoz ve laktoz gibi sentetik substratlar
MYH karakterizasyonu ve anot bolmesinde mikrobiyal alistirma i¢in kullanilmistir.
Elde edilen maksimum gii¢c yogunluklar1 glikoz ve laktoz icin sirasiyla 15,2 mW/m?
(kolombik verim %28) ve 17,2 mW/m? (kolombik verim % 22) olarak belirlenmistir.
Seyreltilmis peynir alti suyu ile elde edilen maksimum gii¢ yogunlugu 18,4 mW/m? iken
buna karsilik gelen akim yogunlugu 80 mA/m? ve MYH voltaji 0,23 V olarak
belirlenmistir. Elde edilen kolombik verim oldukg¢a diistiktiir (%1,9). Bu da peynir alti
suyunun bir 6n aritmadan gecmesi gerektigini gosterir. Calisma sonunda, peynir alti
suyundan gii¢ iiretiminin iki bélmeli medyatorsiiz MYH ile miimkiin oldugu sonucuna

varilmigtir.

Chae, vd. [34] tarafindan yapilan bir baska caligmada ise, iki bolmeli doért mikrobiyal
yakit hiicresi dort farkli substratla bir yil siireyle isletilmis, as1 olarak anaerobik ¢amur
kullanilmistir. Proton degistirici membran olarak Nafion 117, anot elektrot karbon kece
(25 cm?), katot elektrot olarak ise 0,5 mg/cm? platin iceren gozenekli titanyum plaka (25
cm?)  kullamlnustir.  Atiksulardaki asetat, biitirat, propiyonat ve glikoz farkli
konsantrasyonlardadir. Kolombik verim ve gii¢ degerleri substrat tipine gore farklilik
gosterirken bakteri ¢esitliligi agisindan benzer sonuglar elde edilmistir. Glikoz beslenen
MYH’de 156 mW/m? ile en yiiksek gii¢ yogunlugu elde edilmistir. Asetat beslenen
MYH’de 64,3 mW/m? propiyonatta 58 mW/m? ve biitiratta 51,4 mW/m? giic
yogunlugu elde edilmistir. Kolombik verim agisindan ise en yiliksek deger asetat
beslenen MYH’de elde edilmistir (%72,3). Bu deger biitiratta %43, propiyonatta %36
ve glikozda %]15°tir. Calisma kapsaminda, reaktorlerdeki bakteri tiir dagilimi da
incelenmistir. Anot biofilmlerinde tek basina baskin bir tiir goriilmemisken, en genis tiir

toplulugu glikoz beslenen MYH’de goriilmiistiir.

Bir bagka caligmada tek bdlmeli MYH’de sizinti suyunun aritimi ve sizintt suyundan
elektrik iiretimi incelenmistir [46]. Calisma sonunda 8,5 kg KOI/m®>.giin organik madde
giderilmis ve 344 mW/m?> gii¢ yogunlugu elde edilmistir.
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Sizint1 suyu ile yapilan diger bir ¢alismada You vd. [48] iki bolmeli ve tek bolmeli
MYH’lerin elektrik iiretim performansim karsilastirmiglardir. 30°C’de isletilen tek
bolmeli ve iki bolmeli MYH’lerden elde edilen maksimum gii¢ yogunluklar sirayla
6817,4 mW/m® ve 2060,19 mW/m®tiir. Bunun yam sira tek bolmeli MYH’de %70-98

arasinda KOI giderimi oldugu gozlenmistir.

Bira fabrikasi atiksu ile yapilan bir ¢caligmada tek bolmeli hava katot MYH ile atiksu
aritimi ve elektrik iiretimi arastirilmistir [49]. Sicakligin 30°C°den 20°C’ye diismesiyle
maksimum gii¢ yogunlugu 205 mW/m?»den 170 mW/m?ye diismiistiir. KOI giderimi
ve kolombik verimde ise ¢ok az bir degisim gozlenmistir. Tampon ¢dzeltisinin reaktor
performansina biiyiik etkisi olmustur. 50 mM fosfat tampon ¢ozeltisinin eklenmesiyle

giic tiretiminde %136’lik bir artis olmustur.
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BOLUM 5

MATERYAL ve METOT

5.1 Bakteriyel Zenginlestirme

Zenginlestirme isleminde kullanilan sentetik atiksuda karbon kaynagi olarak glikoz
kullanilmistir. Besiyerinde anaerobik bakterilerin ihtiyact olan mineral c¢ozeltiler,
vitamin ¢6zeltileri ve mikroniitrientler bulunmaktadir. Fosfat tampon ¢ozeltileri olarak
NaH,POsx 1H,O ve Na;HPO,, bikarbonat tampon olarak NaHCOj; kullanilmstir.
Besiyerinde ayrica ¢esitli vitaminlerden de eser miktarda bulunmaktadir. Bu vitaminler

ve besiyerinin icerigindeki kimyasallar ve konsantrasyonlari Cizelge 5.1 ve 5.2°de

verilmistir.
Cizelge 5.1 Sentetik atiksuyun icerigindeki vitaminler
Vitaminler
Pyridoxamine (CgH12N20,.2H,0) Pyridoxine HCI
Nikotinik asit (C¢HsNO,) D Biotin
Nikotinamid (C¢HsN20) Thioktik asit
DL-panthothenik asit Folik asit
Vitamin B12 Riboflavin
p-aminobenzoik asit Thiamine HCI
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Cizelge 5.2 Sentetik atiksuda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlari

Kimyasal Konsantrasyon | Kimyasal Konsantrasyon
(9/L) (g/L)

Glikoz 9 H3BOs 0,00005
NaH,;PO4x 1H,0 9,3 ZnCl,

0,00005
Na,HPO, 3,195 CuClx2H,0 0,00004
NH,CI 0,6 MnClI;x2H,0 0,00004
KH,PO, 0,125 (NH4)§M07024x4H,0 0,00005
CaCl,x2H,0 0,11 AICl3 0,00005
MgCl,x6H,0 0,1 CoClyx6H,0 0,00005
NaHCO3 3,92 NiCl,x6H,0 0,00008
FeCl,x4H,0 0,002 EDTA 0,0005

Yukaridaki ¢izelgelerde igerikleri verilen stok ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra +4°C’de
saklanmigtir.  Kiiltlir zenginlestirmede kullanilan besiyeri bu stok c¢ozeltilerin

seyreltilmesiyle hazirlanmistir.

5.2  Numuneler

Calismada kullanilan kiiltiir ornekleri; Hali¢ dip ¢amuru, Denizli’deki Karahayit
Kaplica’sindan alinan sulu ¢amur ve Istanbul Kemerburgaz Kompost ve Geri Kazanim

Tesisi’nden temin edilen komposttur.

Karbon kaynag: olarak glikozun kullanildig1 besiyerine, bu 6rnekler enjekte edilerek
zenginlestirme islemi gerceklestirilmistir. Hazirlanan besiyerine son olarak maya 6ziitii
(4 g/L) ve ortamdaki serbest oksijeni baglayici 6zelliginden dolayi sistein HCI1 (0,5 g/L)
eklenerek homojen karisim elde edilmistir. Anaerobik sartlarin saglanmasi igin

karisimdan azot gaz1 gegirilmistir.
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5.3 Elektrotlar

Calismada kullanilan reaktorlerin birinde TiO, kaplamali titanyum, digerinde ise grafit
elektrot kullanilmistir. Elektrotlarin boyutlar1 ayni olup (10x1 cm) gii¢ {iretim

performanslari karsilagtirilmastir.

5.3.1 Ti-TiO, Elektrot

Titanyum iizerine elektro-aktif kaplama yapmak i¢in arastirma ve gelistirme ¢aligmalari
1980’ i yillarin basinda baslamis ve ¢cok elementli ¢esitli kaplama tiirleri gelistirilmistir.
Karma Metal Oksit (KMO) kapli titanyum anotlar olduk¢a dayaniklidir. Toprakta, tath
suda, deniz suyunda ve hatta pH degeri ¢ok diisiik olan ortamlarda ¢alistiginda ¢ok

yiiksek kimyasal kararlilik gosterirler [50].

Elektro katalitik kaplama teknigi ile titanyum f{izerine piiskiirtiilmiis Titanyum OKsit,
Niobiyum oksit, Rutenyum oksit, Mangan oksit gibi soy metal oksitler (grup 8) metal
tuzlarinin 1s1l ayrigsmasi ile yapilir. Ti-TiO, serit elektrot etrafi karbon dolgu ile

cevrelenmis 6zel bir elektrottur [50].

Halihazirda katodik koruma i¢in kullanilan Ti-TiO;, serit elektrotlar PRO-TEK
Miisavirlik Miihendislik’ten temin edilmis olup, MYH uygulamasinda ilk kez bu

calismada kullanilmastir.

5.3.2 Grafit Elektrot

Karbon bazli malzemeler, yiiksek elektrik iletkenligine, biiyiik ylizey alanina sahip
olmast ve mikrobiyal ortamdaki kararliliindan dolay1 MYH’lerde siklikla
kullanilmaktadir. Calismada da MYH’lerin birinde anot ve katot elektrot olarak grafit

elektrot kullanilmistir.

Grafit elektrotlar Fuel Cell Store’dan temin edilmistir (www.fuelcellstore.com).

5.4 Membran Ozellikleri

Caligmada her iki reaktdrde de proton degistirici membran olarak CMI-7000 (Ultrex™,
Membrane International Inc.) kullanilmistir. Membranin teknik ozellikleri Cizelge

5.3’te verilmistir.
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Cizelge 5.3 CMI-7000 membranina ait teknik 6zellikler [51]

Ozellikler CMI-7000
Polimer yapisi Jel polistiren
Islevsel grup Siilfonik asit
lyonik form Sodyum
Standart kalinlik, mm 0.45+0.025
Toplam katyon degistirme kapasitesi 1.6+0.1
(mea/q)

Is1l kararlilig1 (°C) 90
Calisma pH’s1 1-10
Ohmik rezistans (Q cm?) 0.5M NaCl <30

5.5 MYH Kurulumu ve Isletilmesi

Calismada iki adet iki bolmeli MYH kurulmustur. Reaktorlerin anot ve katot bolmesi
proton degistirici membran ile birbirinden ayrilmistir. MYH’ler pleksiglas malzemeden
yapilmis olup reaktoriin yiiksekligi 12 cm ve ¢ap1 6,4 cm’dir. Farkli sicakliklarda da
caligabilmek amaciyla su ceketi mevcuttur. Reaktoriin bir bolmesinin efektif ¢alisma
hacmi 300 mL olup, iki bolmesine de numune alma deligi yerlestirilmistir. Anot
bolmesinde homojen karigimi saglamak amaciyla manyetik karistirict kullanilmistir.
Katot bdlmesinde aerobik sartlar, havalandirma pompasi ile siirekli hava verilerek
saglanmistir. Elektrotlarin potansiyellerini belirlemek i¢in reaktdrlerin her iki bolmesine

de Ag/AgCl referans elektrotlar yerlestirilmistir. Caligmada kullanilmis olan mikrobiyal

yakit hiicresinin sematik goriinlimii Sekil 5.1°de verilmistir.

Bu modele sandvi¢ modeli de denmektedir. Modelde elektrotlar arasi mesafenin

minimum diizeyde olmasi, diisiik ohmik direngle ¢alisma imkan1 vermektedir [33].

Sekil 5.2°de laboratuar 6lgekli MYH’lerin genel goriintimleri verilmistir
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Sekil 5.1 MYH sistemi (1: Anot bélmesi, 2: Katot bolmesi, 3: Referans elektrot, 4: Anot
ve katot elektrotlar, 5: Membran)

Sekil 5.2 Sistemin genel goriiniimii
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MYH’lere 10 Q’luk direng¢ baglanmistir. Uretilen akim ve voltaj dijital multimetre
araciligiyla olgiilmiistiir. Veriler 2,5 dk araliklarla bilgisayara kaydedilmistir. Sekil
5.3’te ¢aligmada kullanilan multimetre, Sekil 5.4’te voltaj 6l¢iim sistemine ait detaylar

gosterilmistir.

Sekil 5.3 Dijital Multimetre (Fluke-8846)

6,5 digit multimetre
FLUKE, 8846

10 ohm, 1 W Bilgisayar

Anot Katot
Referans Referans

Ag-AgCl Ag-AgCl
Anot I Katot

Sekil 5.4 Voltaj 6l¢tim sistemi

Calismada kullanilan dijital multimetrenin teknik 6zellikleri Cizelge 5.4’te verilmistir.
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Cizelge 5.4 Fluke-8846 Dijital Multimetrenin teknik 6zellikleri [52]

Ozellik Deger
Hassasiyet 6.5 Dijit
Voltaj (DC) Kademeler: 100 mV -1000 V
Hassasiyet: 0.0024 + 0.0005
Voltaj (AC) Kademeler: 100 mV -1000 V
Max. Coziiniirlik: 100 nV
Hassasiyet: 0.06 + 0.03
Frekans: 3 Hz -100 KHz
Rezistans Kademeler: 10Q-1GQ
Max. Coziiniirlik: 100 pQ
10 pQ
Hassasiyet: 0.010 + 0.001
0.010 + 0.001
Amper (DC) Kademeler: 100 pA - 10 A
Hassasiyet: 0.050 + 0.005
Amper (AC) Kademeler: 100mA-10 A
Hassasiyet: 0.10 + 0.04
Frekans: 3 Hz to 10 kHz
Frekans Kademeler: 3 Hz -1 MHz
/Periyod Hassasiyet: 0.01 %
Sicakhik Tip: Platin
Kademeler: -200 °C - +600
Hassasiyet: 0.06
56 Analizler

Yaklasik 7 hafta siiren ¢aligma boyunca belirli araliklarla anot ve katot bolmelerinden
numune almarak pH analizi yapilmistir. Calismada ayrica ugucu yag asiti (UYA)

konsantrasyonlarina da bakilmistir. UYA analize ait detaylar soyledir: Numuneler 15
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dakika boyunca 9000 devirde santrifiij edilir ve elde edilen siiziinti 0,22 pm’lik
filtereden siiziilir. 1 mL numuneye 0,2 mL %10’luk H3PO, eklenir. Fosforik asit
eklenmis numune gaz kromatografisine enjekte edilir. UYA analizi alev iyonizasyonu
dedektorlii (FID) ve 30 m x 0.25 mm TRB-FFAP kapiler kolonlu (film kalinligi= 0,25
um ) gaz kromatografisinde (GC-2010 Shimadzu) yapilmaktadir. Enjektor giriginin ve
dedektoriin sicakliklar1 250 °C’dir. Firinin sicakligi 60 °C’de 1 dak, sonrasinda 5°C/dak
artisla 230 °C’ye ulasmakta ve 230 °C’de 1 dak boyunca sabitlenmektedir. Tasiyic1 gaz
olan azot gazinin debisi 30 mL/dak, hidrojen gaz1 debisi 40 ml/dak ve kuru hava debisi

400 ml/dk’ dir.

5.7 Molekiiler Teknikler

Calismada her iki MYH’den de farkli zamanlarda alinan 6rneklerde ve zenginlestirilmis

hali¢c numunesinde mikrobiyal tiir tayini yapilmstir.

Mikrobiyal tiir tayini; niikkleik asit ekstraksiyonu, PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu),
DGGE (Denatiire Gradyan Jel Elektroforezi) ve Niikleik Asit Dizisinin belirlenmesi
kademelerinden olusmaktadir. Sekil 5.5’te molekiiler analiz yontemlerinin uygulama

akis semasi verilmistir.

MYH reaktoriinde molekiiler tekniklerle mikrobiyal tiir analizleri yapilmistir. Bu
kapsamda, numunelerden ilk olarak niikleik asitler ekstre edilmis, ekstre edilen
DNA’lar, -20°C’de muhafaza edimistir. Ekstre edilen DNA karisimlarinin 16S rRNA
genleri, PCR yontemi kullanilmak sureti ile 1s1 dongiileme (Thermal Cycler) aleti ile
cogaltilmistir. Bu islem sonrasi metanojenik tiir ¢esitliligi, “denature granyan jel
elektroforezi” (DGGE) ve DNA dizi analiziyle belirlenmistir. Calismada kullanilan

molekiiler tekniklere ait detaylar asagida verilmistir.

5.7.1 Niikleik Asit Ekstraksiyonu

DNA izolasyonunda, numuneler 10 dakika 14000 devir/dakika’da santrifiij edilerek
konsantre hale getirildikten sonra zirconia/silica boncuklar kullanilarak mekanik olarak
dagitilmaktadir. FASTPREP-24 cihaz1 ile gerceklestirilecek mekanik pargalamadan
sonra ortaya ¢itkan DNA, FastDNA SPIN Kit (Q-BIOgene) prosediiriine uygun olarak

saflastirilmastir.
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~
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= = Poliakrilamid jel
‘ uzerinde DNA bantlari

THAN!

Kesilen bantlarin sekanlama
ile tanimlanmasi

VY Sekans analizi

Thermomonospora

Agromyces

Streptomyces Filojenik agac
Saccharomonospora

Mycobactenum

Sekil 5.5 Molekiiler analiz yontemlerinin uygulama akis semasi

5.7.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, DNA’nin “in vitro” yani canli organizma disindaki yapay ortamda cogaltilmasi
islemidir. Bu islemde, DNA molekiillerini kopyalayan DNA polimeraz enzimi ile DNA,
deney tiipiinde milyonlarca kez ¢ogaltilmis olur. Cok az miktarda DNA ile bu islemin

yapilabilmesi biiylik avantajdir.

Bir PCR déngiisii sirasiyla, yiiksek sicaklikta (95°C) DNA’nin iki zincirinin birbirinden
ayrilmasi, sicakhigin diismesiyle (50-54°C) yapay oligoniikleotitlerin (primer) hedef
DNA’ya baglanmasi ve son olarak DNA polimerazin hedef zinciri kalip alarak
primerleri uzatmasi (72°C) islemlerinden olusur (Sekil 5.6). Her dongiiden sonra, olusan

zincirler yiiksek sicaklikta tekrar ayristirilir ve yeni bir ¢ogaltma dongiisii baslar [53].
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ﬂ“’ﬂ"’ 0&0“ Kalip DNA

1. Asama
Denatiirasyon

(950C'de)

2. Asama
Primer Baglanmasi

(50-540C'de)

ST L= pHUM s 3, Asama
- ~ \ Yeni Zincir Sentezi
(720C'de)

Sekil 5.6 Bir PCR dongiisii [54]

Calismada, PCR amplifikasyonu ile ¢ogaltilan 16S rRNA genleri DGGE analizlerinde
kullanilmistir. 16S rRNA genleri icin ¢esitli primerler kullanilarak Biorad Termocycler

ile amplifikasyonu gerceklestirilmistir.

5.7.3 Denatiire Gradyan Jel Elektroforezi (DGGE)

Elektroforez, PCR ile g¢ogaltilmis DNA oOrneklerindeki tek baz degisimlerinin ve
polimorfizmin belirlenmesinde etkili bir genetik analiz yontemidir. Bu yontemde, yiikli
molekiiller bir elektrik alani igerisinde yiirtitiilerek ayristirilir. Elektrik akimi ile birlikte
negatif ylikli olan niikleik asitler jel boyunca hareket ederler. Molekiildeki yiik ve
molekiiliin sekil ve biiyilikliigline gore yiiriime oran1 belirlenir. Belirli bir siire sonunda

DNA ultraviole 151k altinda goriintiilenir [8].

Calismada dizi analizi Oncesi tiir farkliliklari, denatiire gradyan jel elektroforezi

(DGGE) teknigi ile tespit edilmistir.

5.7.4 DNA Dizi Analizi

Klasik PCR ile 16S rRNA genlerinin ¢ogaltilmasindan sonra, DGGE analiziyle tiirler
birbirinden ayirt edilmistir. PCR ya da DGGE jellerinde goriintiilenen bantlar, uygun

saflagtirma kitleri kullanilarak saflastirilmistir. Bu iirlinler daha sonra “dye terminator
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cycle sequencing” reaksiyonuna sokularak floresan isaretli  fragmanlarin
amplifikasyonlar1 gerceklestirilmistir. Elde edilen rin saflasgtirilmis ve formamid
¢ozeltisi iginde siispanse edilmistir. Daha sonra TUBITAK Projesi kapsaminda hizmet

alimi ile numunelerde dizi analizi gergeklestirilmistir.

5.7.5 Filojenik Agac

Dizi analizi sonuglar ile Gen Bankasindan bulunan tiirlerin filojenisi UGENE 1.9.1
(Unipro UGENE: Integrated Bioinformatics Tools) programi vasitasiyla analiz edilerek

filojenik agac¢ olusturulmustur.

5.8 Kinetik Modelleme

Mikrobiyal elektroliz hiicrelerinde, anot solunum bakterileri (ARB) anotu nihai elektron
alicis1 olarak kullanirlar. Ciinkii anot katidir, solunum kinetigini kontrol edecek bir
konsantrasyona sahip degildir. Bunun yerine ARB anot potansiyeline tepki gosterir.
Bakteri kinetigi, anot potansiyelinin bir fonksiyonu olarak, akim yogunluguna, substrat
konsantrasyonuna ve anot potansiyeline bagli olarak Nernst-Monod esitligiyle

aciklanabilir [55, 56]:

e T (5.1)
——

=
Elektrokimya=al faktor

—_—
1+exp [—r|
Bivolojik faktor

j= Substrat titketim hiz1 (A/m?)
jma= Maksimum akim yogunlugu (A/m?)
S= Substrat konsantrasyonu (g KOI/m®)

Ks= Maksimum spesifik biiyiime hizinin yarisina karsilik gelen substrat konsantrasyonu

(g KOI/m®)

N= Eanot — Exa (V)

Eanot= Anot potansiyeli (V)

Exa= Maksimum akim yogunlugunun yarisina karsilik gelen anot potansiyeli(V)
R= Ideal gaz sabiti (8,3145 J/mol-K)

T= Sicaklik (K)
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F= Faraday sabiti (96485 J/\VV-mol)

Jmax degeri, anot lizerindeki bakteri miktar1 ve bakterinin maksimum substrat tiiketim
hizina baghdir:

i = 0.14f.q__ XL, (5.2)
0,14= Déniisiim sabiti (0,14 A= 1 g KOI/giin)

Omax= Substrat maksimum tiiketim hiz1 ( g KOI/ g UAKM.giin)

X¢= Biofilmdeki bakteri yogunlugu (g UAKM/ m°®)

L= Biyofilm kalinlig1 (m)

fo°= Akima doniisen elektron fraksiyonu

Calismada Ti-TiO; reaktoriinde elde edilen verilerle Nerst-Monod esitligi kullanilarak
biyoelektrokimyasal kinetik model uygulanmis ve lineer olmayan regresyonla

MATLAB kullanilarak kinetik katsayilar belirlenmistir.
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BOLUM 6

DENEY SONUCLARI ve DEGERLENDIRMELER

6.1 Reaktorlerin Devreye Alinmasi

Reaktorler devreye alinmadan 6nce uygun anaerobik bakteri kiiltiiriiniin segilmesi igin
kiiltiir zenginlestirme caligsmalar1 yapilmistir. Kullanilan sentetik besiyerinde karbon
kaynagi olarak glikoz kullanilmistir. Uygun kiiltiir tespit edildikten sonra reaktorler 1
hafta deneme amagli isletilmistir. Ardindan Ti-TiO, reaktorii 45 giin ve karbon reaktorii

40 giin siireyle kesikli olarak igletilmistir.

6.1.1 Kiiltiir Zenginlestirme Calismalari

On caligmalar sirasinda farkli kaynaklardan elde edilen bakteri kiiltiirlerinin
zenginlestirilmesi gerceklestirilmistir. Bakteri kiiltiirleri Hali¢ dip ¢amuru ve Denizli
Karahayit Kaplicasi’na ait sulu camur ve Istanbul Kemerburgaz Kompost ve Geri

Kazanim Tesisi’nden temin edilen kompost 6rnekleridir.

Sekil 6.1 Kiiltiir zenginlestirmesi yapilan siselerden goriintiiler
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Bakteri kiiltiir zenginlestirme islemi 250 ml’lik siselerde 100 ml’lik sentetik besiyerine
2 gr bakteri kiiltiirii ilavesiyle yapilmustir. Igerisindeki havayr uzaklastirmak ve
anaerobik sartlar1 saglamak i¢in sise 2 dakika siireyle azot gazi ile havalandirilmistir.
Daha sonra siselerin agz1i kaucguk tikaglarla hava almayacak sekilde kapatilmistir.

Birinci zenginlestirme sonrasi elde edilen bakteri kiiltiiri Sekil 6.1°de gosterilmistir.

Calisma iki farkl sicaklik degerinde yapilmis olup, 37°C’de yapilan ¢aligmalar sicaklik
ayarlt calkalayicida, oda sicaklifinda yapilan calismalar ise manyetik karistirict
kullanilarak siirdiiriilmiistiir. Zenginlestirme islemi ii¢ giin siireyle devam ettirilmis ve
24 saatte bir biyogaz miktar1 siringa kullanilarak ol¢lilmiistiir. Birinci zenginlestirmeyi
takiben ayn1 yontemle 5 ml zenginlestirilmis bakteri kiiltiiri kullanilarak ikinci
zenginlestirme yapilmistir. Kiiltiir zenginlestirmesi yapilan siselerin goriintiisii Sekil

6.2°de verilmistir.

3
ZOMM a {D’”E
m-

Sekil 6.2 Kiiltiir zenginlestirmesi yapilan siselerden goriintiiler

Zenginlestirme sirasinda dl¢iilen biyogaz miktarlar Cizelge 6. 1°de verilmistir.
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Cizelge 6.1 Glikoz kullanarak yapilan zenginlestirme ¢alismalar1 sonunda elde edilen
biyogaz miktarlari

Zenginlestirme 1

Kiiltiir kaynag Sicaklik (°C) | Biyogaz miktarlari (ml)
Hali¢ dip camuru 37 275
Hali¢ dip camuru Oda sic. (24+4) 355
Denizli Karahayit Kaplicasi 37 265
Kompost 37 460

Zenginlestirme 2

Hali¢ dip camuru 37 225
Halig¢ dip camuru Oda sic. (24+4) 190
Denizli Karahayit Kaplicasi 37 190
Kompost 37 190

En fazla biyogaz miktar1 birinci zenginlestirmede 460 ml ile kompost (37°C)
numunesinde ve ikinci zenginlestirmede ise 225 ml ile Hali¢ dip (37°C) numunesinde
elde edilmistir. Her iki zenginlestirme sonrasindaki toplamda ise en yiliksek biyogaz
olusumu 650 ml kompost (37°C) numunesinde gozlenmistir. Hali¢ numunesinin oda
sicakliginin toplam biyogaz miktari 545 ml ile 37°C’den daha fazla olmustur. Hali¢ dip
numunesinin oda sicakliglr ve 37 °C’deki biyogaz miktarlarinin birbirine yakin olmasi
ve 1sitma i¢in ek enerji gereksinimi olmadigindan MYH c¢aligsmalar1 i¢in Hali¢ oda

sicakligl numunesi uygun gorillmiistiir.

6.1.2 MYH’lerin Devreye Alinmasi

MYH calistirilmadan 6nce saf su kullanarak sizdirmazlik testi yapilmistir. Daha sonra
MYH’ nin anot bolmesi 250 ml sentetik atiksu ve 50 ml bakteri kiiltiirii ile doldurulup 5
dk siireyle azot gazi ile havalandirilmistir. MY H’de kullanilan sentetik besiyeri, bakteri
kiiltiir zenginlestirme asamasinda kullanilan besiyeri ile ayni1 konsantrasyonda
hazirlanmistir. Katot bolmesi saf su ile doldurulmus ve siirekli olarak havalandirilmistir.
Anot bolmesi ise kesikli moda galistirilmis ve manyetik karistirict ile tam karisimi

saglanmistir. Her giin anot bélmesinin numune alma deliginden 30 ml numune alinip 30
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ml besiyeri eklenmistir. {lave edilen besiyerindeki kimyasallarin konsantrasyonu on kat
yogun konsantrasyonda hazirlanarak her besleme sonrasit 30/300 oranindaki seyrelme

ile birlikte reaktordeki besin konsantrasyonun sabit kalmas1 saglanmistir.

Ti-TiO, elektrot ile isletilmeye baslanan mikrobiyal yakit hiicresi, 50 mM glikoz
konsantrasyonunda, oda sicakliginda (24+4°C) 1 hafta siireyle kesikli beslenmistir. 1

hafta sonunda elde edilen akim ve giic yogunluklar1 Sekil 6.3 ve Sekil 6.4’te

gosterilmistir.
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Sekil 6.3 Ti-TiO; elektrot ile elde edilen akim ve gii¢c yogunluklar1 (elektrot alanina
bagli)

Elde edilen maksimum akim ve gii¢ yogunluklar1 sirayla 462,6 mA/m? ve. 2205,08
mW/m? dir.
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Sekil 6.4 Ti-TiO; elektrot ile elde edilen akim ve gii¢c yogunluklart (anot bolmesinin
hacmine bagl)

Sekil 6.4’te anot bdlmesinin hacmine bagli olarak hesaplanan akim ve gii¢ yogunluklari
gosterilmistir. Buna gore elde edilen maksimum akim ve gii¢ yogunluklar1 sirayla

1541,9 mA/m® ve 7350,25 mW/m*"tiir.
Reaktorlerden ¢ikartilan elektrot ve membran {izerindeki biyofilm goriintiileri Sekil 6.
5’ te verilmistir

Deneme isletmesinin ardindan Ti-TiO; ve grafit MYH’ler sirayla 45 ve 40 giin kesikli
beslemeli olarak isletilmistir. Calisma stiresince 0-75 mM arasinda farkli glikoz
konsantrasyonlarinda besleme yapilmistir. Her bir yeni konsantrasyona, sistem kararli

hale geldikten sonra gecilmistir.
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Sekil 6.5 Elektrot ve membran iizerinde biyofilm olusumu

62 pH

Reaktdrlerin anot ve katot bdlmelerinden alinan numunelerin pH analizleri yapilmistir.
Ti-TiO; ve grafit MYH nin anot ve katot bélmelerinin pH degerleri sirayla Sekil 6.6 ve
Sekil 6.7°de gosterilmistir.

pH
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—e— Anot —w—FKatot

Sekil 6.6 Ti-TiO, MYH’nin anot ve katot bolmelerinin pH degerleri

Ti-TiO, MYH’de pH, anot bdlmesinde 4,7+0,3 ve katot bdlmesinde 7,9+0,4

degerlerindedir.
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Sekil 6.7 Grafit MY H nin anot ve katot bolmelerinin pH degerleri

Grafit MYH’de ise pH, anot bdlmesinde 4,6+0,3 ve katot bolmesinde 7,7+0,2
degerlerindedir. Her iki MYH’de de anot ve katot bolmeleri arasindaki pH farki oldukca
yiiksektir. Yapilan arastirma sonunda bdlmeler arast pH farkinin artmasinin, i¢ direnci
diistirdiigli goriilmistiir [36]. Bir baska calismada da anot bdlmesinin pH’sinin notr

oldugu durumlarda maksimum akim elde edildigi goriilmiistiir [44].

Reaktorde tampon c¢ozelti kullanmadik¢ca anot ve katot bdlmeleri arasinda pH
farklarinin olustugu, fakat teoride anot bolmesindeki proton iiretim hizinin, Kkatot
bdélmesindeki proton, elektron ve oksijenin reaksiyon hizina esit oldugunda pH farkinin

olmayacagi bilinmektedir [10].

6.3 Ucucu Yag Asiti (UYA)

Calismada Ti-TiO, MYH’den farkli zamanlarda alinan numulere ugucu yag asiti analizi
yapilmistir. Cizelge 6.2°den de goriilecegi gibi reaktorde zamanla UYA birikimi
olmustur. En fazla UYA konsantrasyonu, 75 mM glikoz konsantrasyonunda elde
edilmis olup bu deger 2188,08 mg/L’dir. Analizi yapilan UYA arasinda en yiiksek

konsantrasyona sahip olan asetik asittir.
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Cizelge 6.2 Ugucu yag asidi konsantrasyonlari

Substrat 1z0 UYA
Asetik | Propiyonik | Biitirik . Kaprilik | Dekanoik
Konsantrasyonu Kaproik (toplam)
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) | (mg/L)

(mM) (mg/L) (mg/L)
50 92,94 0,00 0,00 169,38 24,51 0,00 286,83
50 357,93 9,18 12,24 416,31 0,00 76,20 871,86
50 988,28 10,98 14,64 151,92 0,00 206,63 1372,44
75 1920,07 13,55 18,07 74,79 0,00 161,60 2188,08
25 1821,12 10,95 14,60 26,34 0,00 95,75 1968,75
40 1659,66 18,32 24,43 11,76 0,00 93,37 1807,54

6.4 Ti-TiO, MYH ile Elde Edilen Elektriksel Sonuclar

Sekil 6.8’de 45 giinliik igletme boyunca 6lgiilen giinliik maksimum voltaj ve buna bagl

olarak hesaplanan akim ve gii¢ degerleri goriilmektedir. Buna gore dlciilen maksimum

voltaj 4,77 mV, maksimum akim 0,47 mA ve maksimum gii¢ degeri 2,27 mW olup, bu

degerler MYH’yi devreye aldiktan 4 giin sonra 50 mM glikoz konsantrasyonunda elde

edilmistir. 13 gilin sonra konsantrasyon 75 mM’a ¢ikarilmistir. Konsantrasyonun

artmasiyla iiretilen akim diismiistiir. Dlisen akima bagli olarak besleme konsantrasyonu

da azaltilmis ve 4 giin sonra 40 mM’a diisiiriilmiistir Akimin diismesiyle birlikte,

membranin tikanmis olma ihtimaline karst ve mikroorganizmalar1 sok yiike maruz

birakmamak icin 22.giin konsantrasyon 25 mM’a diisiiriilmiistiir. Akim {iretimi kararl

hale geldikten sonra konsantrasyon tekrar 50 mM’a ¢ikartilmis ve bu konsantrasyonla

elde edilen ortalama voltaj 1,06 mV iken ¢alisma sonlandirilmistir.
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Sekil 6.8 Gilinliikk maksimum akim, voltaj ve gii¢ degerleri
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Sekil 6.9 Elektrot alanina bagl olarak hesaplanan giinliik maksimum akim ve gii¢
yogunluklari

Sekil 6.9°da anot elektrot alanina bagli olarak hesaplanan maksimum akim ve gii¢
yogunluklar1 verilmistir. Buna gore 45 giin siiren kesikli isletme sonunda elde edilen
maksimum akim yogunlugu 477 mA/m?, maksimum giic yogunlugu 2272 mW/m? dir.
Bu degerler 50 mM glikoz konsantrasyonunda elde edilmistir. Ti-TiO, MYH’yi
isletmeye aldiktan 13 giin sonra 75 mM glikoz beslendiginde elde edilen maksimum
akim ve giic yogunluklar sirasiyla 274 mA/m? ve 754 mW/m?dir. Glikoz
konsantrasyonunun 17.giinden sonra 40 mM’a diismesiyle maksimum akim ve gii¢

yogunluklar sirayla 135 mA/m? ve 182 mW/mZ’ye diismiistiir. Konsantrasyon 25 mM’a
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diisiriildiigiinde elde edilen maksimum akim ve gii¢ yogunlugu da 119 mA/m? ve 142

mW/m?’ye diismiistiir. Bu noktadan sonra konsantrasyon tekrar 50 mM’a ¢ikartiimistir.

Sekil 6.10’da anot bolmesinin hacmine bagli olarak hesaplanan akim ve gii¢

yogunluklar1 goriilmektedir. Buna gore elde edilen maksimum akim ve giic

yogunluklari sirayla 1590 mA/m° ve 7574 mW/m*'tir.
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Sekil 6.10 Anot bélmesinin hacmine bagli olarak hesaplanan gilinliik maksimum akim

ve gli¢ yogunluklar

Sekil 6.11’de Ti-TiO, reaktoriine ait ¢alisma boyunca oOlgiilen anodik ve katodik

oksidasyon rediiksiyon potansiyelleri (ORP) goriilmektedir. Buna gére ORP ilk 2 giin -

50 mV ve 50 mV

degerlerindedir. 2 giin sonra bu degerler -200 mV ve 200 mV
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degerlerine ulagsmistir. Sonraki 30 giin boyunca da -100 mV ile 175 mV arasinda
degerler almistir. Bu degerler sistemde istenilen anaerobik ve aerobik sartlarin

saglandigini gostermektedir.

250
200 ~
150

Referans elektrot, mV

Zaman, giin

—— Anot-Ref —e—Katot-Ref

Sekil 6.11 Ti-TiO; reaktoriine ait Anot — Katot bélmelerinin oksidasyon rediiksiyon
potansiyelleri

6.5 Grafit MYH ile Elde Edilen Elektriksel Sonuglar

40 giinliik isletme sonunda karbon elektrotlu MYH’den elde edilen akim, voltaj ve gii¢
degerleri Sekil 6.12°de goriilmektedir. Buna gore elde edilen maksimum akim 0,031
mA, maksimum voltaj 0,31 mV ve maksimum gii¢c 0,0096 mW’tir. Bu degerlere
MYH’yi devreye aldiktan 2 giin sonra 50 mM glikoz konsantrasyonunda ulagilmistir.
Takip eden giinlerde 75 mM, 40 mM ve 25 mM konsantrasyonlarinda besleme
yapilmistir. Bu siire zarfinda iiretilen voltaj diismeye devam etmistir. 28. gilinden
itibaren konsantrasyonun 50 mM’a yiikselmesiyle akim da yiikselmeye baslamistir.

Ortalama 0,075 mV maksimum voltajla 40 giin stiren kesikli ¢alisma sonlandirilmstir.
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Sekil 6.12 Giinliik max degerlerle voltaj, akim ve gii¢c degerleri
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Reaktorde elde edilen maksimum akim ve gilic yogunlugu, 50 mM glikoz
konsantrasyonunda elde edilmis olup sirayla 31 mA/m? (103 mA/m®) ve 9,6 mW/m? (32
mW/m3)’dir (Sekil 6.13, Sekil 6.14). Reaktorii devreye aldiktan 8 giin sonra 75 mM
konsantrasyonu i¢cin maksimum akim ve gii¢ yogunluklar1 sirayla 19,57 mA/m? ve 3,83
mW/m? dir. Konsantrasyonun 40 mM’a diismesiyle elde edilen maksimum akim ve giic
yogunluklar: da sirayla 10,92 mA/m? ve 1,19 mW/m%ye diismiistiir. isletmenin 17.
giinlinde glikoz konsantrasyonu 25 mM’a diistlriilmiistiir. Akim ve gili¢ yogunluklar1 da

benzer sekilde diiserek sirayla 5,26 mA/m? ve 0,28 mW/m? olarak hesaplanmustir.
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Sekil 6.13 Giinliik maksimum degerlerle alana bagli akim ve gii¢ yogunluklari
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Sekil 6.14 Giinliik maksimum degerlerle hacime bagli akim ve gii¢ yogunluklari

Karbon reaktoriine ait calisma boyunca Olgiilen anodik ve katodik oksidasyon
rediiksiyon potansiyelleri Sekil 6.15’te goriilmektedir. Buna gore kesikli ¢aligmalarin
basladig ilk giinlerde ORP -50mV ve 50mV degerleri arasindadir. 4 giin sonra Sistemde
anaerobik ve aerobik sartlar saglanmig olup ORP degerleri -200 mV ve 150 mV
degerlerine yiikselmistir. Takip eden giinlerde de ortam sartlarindaki kararlilik devam
etmistir. Yaklasik 40 giin siiren kesikli ¢alisma boyunca ORP, -240 mV ile 175 mV

arasinda degerler almistir.
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Sekil 6.15 Grafit MYH’ye ait Anot — Katot bolmelerinin oksidasyon rediiksiyon
potansiyelleri

6.6 Elektrot Performanslarmin Karsilastirilmasi

Iki elektrot arasindaki performans: kiyaslayacak olursak Sekil 6.16’dan da goriilecegi
gibi Ti-TiO, MYH’de dalgalanmalar olsa da grafit elektrotlu MYH’ye gore oldukca
yiiksek akim ve gii¢ yogunluklari elde edilmistir.

Ti-TiO, MYH’nin performansi 15.giinden sonra diismeye baslamistir. Bu diistis, glikoz
konsantrasyonunun 50 mM’dan 75 mM’a ¢ikarildigi zamanlarda gergeklesmistir.
Membranin tikanmaya baslamasi sonucu diisiik akim elde edildigi diisiiniilmektedir.
Anot bdlmesinde {iretilen protonlarin katot bélmesine gecememesi sonucu, elektrik
tiretimi icin gerekli devre tamamlanmis olmaktadir. Yapilan pH analizi sonucunda da
anot bolmesinde biriken H' iyonlar1 oldugu goriilmiistir. Ayrica UYA analizi
sonuglara gore ortamda yag asitleri birikmektedir. Bu da akimin diigmesine neden

olmaktadir.

Grafit MYH’de ise diigiik akim yogunlugu elde edilmesine ragmen, sistemin kararli bir
yapida oldugu goriilmiistiir. Caligmada elde edilen akim ve gii¢ yogunluklarina yakin
degerler literatiirdeki baz1 ¢alismalarda mevcuttur [12, 57].
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Sekil 6.16 Elektrot performanslarinin karsilastirilmasi

Cizelge 6.3 Iki farkl elektrot tiirii ile elde edilen sonugclar

Elektrot tiirii

Parametre

Ti-TiO, Karbon
Voltaj, mV 4,77 0,31
Akim, mA 0,47 0,031
Giig, mW 2,27 0,0096
Akim yogunlugu (mA/m°) 477 31
Akim yogunlugu (mA/m°) 1590 103
Gii¢ yogunlugu (mW/m®) 2272 9,6
Gii¢ yogunlugu (mW/m®) 7574 32
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6.7 Mikrobiyal Tiir Analizi Sonuglari

Ti-TiO, ve grafit reaktorlerinden alinan numuneler ve zenginlestirilmis halig
kiltiiriinden almman 6rnek ile yapilan DNA ekstraksiyonundan sonra numuneler PCR
islemine tabii tutulmustur. Bu islemden sonra 6rneklerde kiiltiir olup olmadigina agaroz
jel yontemi ile bakilmistir (Sekil 6.17). Ardindan DGGE analizi ile tiirler birbirinden
ayirt edilmistir. Sekil 6.18’da goriilen harfler analizi yapilan numuneleri, numaralar ise
ayr1 bir tiirii temsil etmektedir. Buna gore bir numunede birden fazla tiir oldugu
gorilmektedir. Bantlar kesilerek dizi analizi yapilmistir. Buna gére numunelerdeki

tiirler belirlenmistir (Cizelge 6.4).

Sekil 6.17 PCR sonras1 agaroz jel goriintiisii

Elde edilen tiirler literatiirdeki MYH caligmalariyla olduk¢a uyumludur. Cizelge 6.4’
bakildiginda reaktor ig¢inde baskin tiiriin Enterococcus sp. oldugu goriilmektedir.
Yapilan bir caligmada Enteroccoccus’un bir laktik asit bakterisi oldugu ve anaerobik
sartlar altinda glikozu biiyiik oranda laktata doniistiirdiigii goriilmistiir [58]. Rabaey vd.
[20] karbon kaynagi olarak glikoz kullandiklar1 ¢alismalarinda ortamda Enterococcus
gallinarum bulundugunu tespit etmislerdir. Numunelerde bulunan bir diger tiir olan
Shewanella (%91) ise laktat ve piirivat gibi organik asitleri anaerobik sartlarda asetata
doniistiirmektedir [59]. Vagococcus fluvialis (%96) de Enterococcus gibi bir laktik asit
bakterisidir [60, 61].
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Sekil 6.18 DGGE profili (A: Karbon elektrotlu MYH, B: Ti-TiO, elektrotlu MYH, C:
Zenginlestirilmis Hali¢ numunesi, D: Ti-TiO; elektrotlu MYH, E: Ti-TiO; elektrotlu
MYH, B, D ve E numuneleri reaktorden farkli zamanlarda alinmistir.)

Cizelge 6.4 DGGE bantlarinin sekans sonuglari

Bant no Tiir Erisim No | Benzerlik
1-2 Uncultured bacterium clone AY483165 %98
3 Exiguobacterium aurantiacum FN997628 %91
4 Vagococcus fluvialis FN997619 %96
5 Shewanella haliotis FN997626 %90
6 Uncultured bacterium clone AY483171 %96
9 Enterococcus sp. AY489118 %99
11 Enterococcus sp. AY489118 %95
13 Enterococcus sp. FN997607 %95
14 Shewanella haliotis FN997626 %91
15 Shewanella haliotis FN997626 %91
16 Uncultured bacterium clone EU704562 %94
18 Enterococcus sp. AY489118 %97
19 Enterobacter sp. FN997607 %94
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MYH’lerde etkin rol alan mikroorganizmalara ait filojeni UGENE 1.9.1 (Unipro
UGENE: Integrated Bioinformatics Tools) programi ile analiz edilerek, filojenik agag
olusturulmustur (Sekil 6.19).

0.5

Shawanella haliotis

Enterococcus sp.
Uncultured bacterium clone

Exiguobacterium aurantiacum

Enterococcus sp.

Uncultured bacterium clone

Vagococcus fluvialis

—— Uncultured bacterium clone

Sekil 6.19 MYH’de etkin rol alan organizmalara ait filojenik agac

6.8 Kinetik Modelleme Sonuglari

Kinetik modelleme, Ti-TiO, MYH’yi devreye aldiktan sonraki 15 giinliik veriler i¢in
yapilmistir. Sekil 6.20’de modellemenin yapildigi veriler gosterilmistir. Buna gore,
reaktorii devreye aldiktan sonra 2 giin boyunca akim elde edilmedigi, 2. giinlin sonunda
tiretilen voltajin pik degere ulastig1 goriilmektedir. Daha sonra substrat tiiketimine bagh
olarak voltaj diigmiistiir. Reaktorden elde edilen maksimum voltaj 4,77 mV olup, bu

deger isletmenin 5. giiniinde elde edilmistir.

Zaman, giin

Sekil 6.20 Ti-TiO, MYH’de 16 giinliik voltaj tiretimi
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Sekil 6.21°de substrat konsantrasyonuna karsi elde edilen akim yogunlugunu gdsteren

egri verilmistir.
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Sekil 6.21 Substrat konsantrasyonuna karsi akim yogunlugu (A/m?) i¢in elde edilen egri

Faraday sabiti, F= 96.485; ideal gaz sabiti, R= 8.3145; Sicaklik, T= 298 K; Anot
elektrota transfer olan elektron sayisi, n= 0.35; %95 giiven araliginda dogrusal olmayan
bir egri iizerinde oturtulmustur MATLAB® (R2009b).R?% 0.98. Cizelge 6.5°te kinetik

katsayilar verilmistir.

Cizelge 6.5 Ti-TiO, MYH i¢in elde edilen kinetik katsayilar

Katsay1 Birim Deger
Ks mM 2,93
Jmax Alm? 0,39
H - 0,35

Model sonucu elde edilen kinetik katsayilara gore akim yogunlugu,

J-DBB( > ) !
o 2.9345 96.485 ]

Trexp ["135 83145 x 298

seklinde ifade edilmistir.
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6.9 Degerlendirmeler

Cizelge 6.6 ve 6.7°den de goriilecegi gibi calismada elde edilen akim ve giig
yogunluklari literatiirdeki birgok ¢alismayla benzerlik gostermektedir. Ti-TiO, MYH ile
elde edilen maksimum gii¢ yogunlugu (2272 mW/mz) diger ¢alismalara gore oldukca
yiiksektir.
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Cizelge 6.6 Literatiir calismalarinin 6zeti

Sicakhik

Direnc¢

Gii¢

Substrat/Atiksu MYH tipi Anot malz. Katot malz. Membran tipi °C) Q) yogunlugu Referans
Tek bolmeli .. | Pt kaplanmus . 261mW/m?
Domuz atiksuyu > balmeli Karbon kagit Karbon kagit Nafion 117 30 200 A5/ [42]
Nisgasta isleme Hava katot g Pt kaplanmus . 2
atiksuyu tek bolmeli Karbon kagit karbon kagt Nafion 117 30 120 239,4AmW/m [22]
Asetat 64,3mW/m’
Biltirat R Gozenekli . 51,4mW/m?’
Propiyonat 2 bdlmeli Karbon kege titanyum plaka Nafion 117 28 100 S8mW/me [34]
Glikoz 156mW/m?
Peyniralt: atiksuyu bon fib 100 18,4mW/m?
Glikoz 2bolmeli | (<arbon fiber | Ptkaplanmus 605 147 355 | 2000 | 152mWin? | [12]
kagit karbon kumasg 5
Laktoz 2000 17,2mW/m
Asetat ; .| Grafit fiber Pt kaplanmis 42 Wim®
Evsel attksu Tek bolmeli firca grafit fiber Membransiz 30 1000 650 W/ [41]
Evsel atiksu(6n Hava katot | Grafit fiber Grafit fiber 2
coktiirme ¢ikisi) tek bolmeli | firca firca Membranstz 301 500 422mwim [6]
Bira fabrikast Hava katot Karbon Pt kaplanmig 30 205mwW/m?
atiksuyu tek bolmeli | kumas karbon kumas Membransiz 20 1000 170mW/m? [49]
Fermente edilmis . 3
i 2981mW/m
atiksu zivt?éifrarfglti E;f;gﬂer aktif Karbon kumas | Membransiz 35 - [62]
Asetat 3664mwW/m°
Asetat Perdeli Grafit graniil | Grafit graniil CMI 7000 22+ 3 10 258W/m* [25]
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Cizelge 6.6 Devami

Sicakhik

Direncg

Giic

Substrat/Atiksu MYH tipi Anot malz. Katot malz. Membran tipi 0 o 9 Referans
(°C) Q) yogunlugu
Siikroz Yukari akigh | RVC (karbon |RVC CMI 7000 35 84 170 mW/m? [43]
iki bolmeli | siinger) (karbon siinger)
Asetat Hava katot | 401 kece |Karbonkege | Nafion 115 ; - 3650mW/m? [63]
tek bolmeli
Evsel atiksu(on i . - Pt kaplanmis . 2
coktiirme cikis) 2 bdlmeli Karbon kagit Karbon kagit Nafion 117 30 178 190mW/m [32]
Stikroz 2 bolmeli Grafit gubuk | Grafit cubuk Membransiz 31+£2 | 900-1200 10,9mW/m? [64]
ki bolmeli | Aktif karbon | Aktif karbon 1400 2060,19 mW/m?
Sizint Nafion 112 30 48
2 suyd Tek bolmeli | Karbon kagit | Lt <aplanmis 150 | 6817 4mwm® | L2
karbon kumas
] Karbon Karbon Proton degistirici 2
Sizint1 suyu Kolon tip kaplama kaplama membran - - 1822 uW/em [65]
S1zint1 suyu P . Katyon
Iki bolmeli- - Karbon Karbon degistirici . 500 | 1,38:024mW/m?|  [66]
membransiz | kaplama kaplama
membran
Hava katot .. | Pt kaplanmis . 3
Sizint1 suyu tek bslmeli Grafit graniil karbon kumas Nafion 117 2342 4610 344 mW/m [46]
Sizint1 suyu Yukar: kgl - - Membransiz - - 12,8 W/m® [67]

hava katot




0.

Cizelge 6.7 Glikozla yapilan ¢aligmalarin mukayesesi

MYH Direnc Gii¢ Referans
Substrat Tipi Anot elektrot Katot elektrot Membran Q) yogunlugu
Tek
Glikoz bolmeli | Karbon kece Karbon kece - 1000 41,8 mW/m? [11]
2
Glikoz b..-ll-ek i Karbon kagit Karbon kumag Membransiz 381 mW/m
oimell Nafion 117 1000 173 mwim? | [21]
Iki
Glikoz bolmeli | Karbon kagit Karbon kagit Nafion 117 567 28 mW/m? [40]
Iki Aktif karbon fiber
Glikoz bolmeli | Karbon kege kege Membransiz 53 392 mW/m? [28]
Iki
Glikoz bolmeli Grafit Grafit Ultrex 100 4,31 W/m? [20]
Tek
Glikoz bolmeli | Karbon kumasg Karbon kumas 120 2160 mW/m? |  [59]
Iki
Glikoz bolmeli Grafit plaka Grafit plaka Membransiz 125 3,3 mW/m? [57]
Iki
Glikoz bolmeli Karbon kege | Gozenekli Ti plaka Nafion 117 100 156 mW/m? [34]
Iki Karbon fiber
Glikoz bolmeli kagit Karbon kumag Nafion 117 100 15,2 mW/m? [12]
ki Ti-TiO, Ti-TiO, 2272 mWim* | g
Glikoz bolmeli Karbon Karbon CMI-7000 10 10 mW/m? | calisma




BOLUM 7

SONUCLAR ve ONERILER

Tez calismasit kapsaminda farkli kiiltiir 6rnekleri ile karbon kaynagi olarak glikozun
kullanildig1 besiyerinde zenginlestirme calismalari yapilmustir. Iki farkli elektrot
tiirlinlin kullanildig1 mikrobiyal yakit hiicreleri devreye alinarak, bu sistemlerin elektrik
iretim performanslart incelenmistir. Elektriksel ve biyolojik faktorler goz oOniine
aliarak biyoelektrokimyasal kinetik denklem lineer olmayan regresyonla ¢oziilmiis ve
kinetik katsayilar elde edilmistir. Son olarak da molekiiler teknikler kullanilarak

MYH’lerdeki tiir profili belirlenmistir. Yapilan ¢caligmalarin sonuglar1 asagidaki gibidir:

— Hali¢ dip ¢amuru, Denizli Karahayit Kaplicas: ¢amuru ve Istanbul Kemerburgaz
Kompost ve Geri Kazanim Tesisi’nden alinan kompost oOrnekleriyle, farkl
sicakliklarda yapilan kiiltiir zenginlestirme caligmalarinda elde edilen biyogaz
miktarlarina gore en 1iyi kiiltiiriin, oda sicakliginda zenginlestirilen Hali¢ dip
camuru oldugu goriilmiistiir. Zenginlestirme yapilan siselerdeki besiyeri icerigi
ayni oldugundan dolayi, biyolojik aktiviteyi karsilastirmak icin olusan biyogaz
miktarma bakilmistir. Devreye alinacak olan MYH’lere as1 kiiltiirli olarak karbon
kaynag1 glikoz olan sentetik atiksuda zenginlestirilmis Hali¢ dip ¢amuru

eklenmistir.

— Anot ve katot elektrot olarak titanyum kaplamali titantum dioksitin kullanildigi
MYH’de 45 giin siiren kesikli beslemeli isletme sonunda elde edilen maksimum
akim yogunlugu 477 mA/m?%, maksimum giic yogunlugu 2272 mW/m?dir. Bu
degerlere reaktorii devreye aldiktan 4 giin sonra, 50 mM glikoz konsantrasyonunda

ulasilmistir.

— Grafit elektrotun kullanildigt MYH’de ise 40 giin siiren kesikli beslemeli isletme

sonunda elde edilen maksimum akim yogunlugu 31 mA/m? ve maksimum gii¢
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yogunlugu 9,6 mW/m? dir. Bu degerlere reaktérii devreye aldiktan 2 giin sonra, 50

mM glikoz konsantrasyonunda ulagilmistir.

— Farkli glikoz konsantrasyonlar1 i¢in reaktorlerin giic iiretim performanslari
incelenmistir. Buna gore Ti-TiO, MYH’de isletmeye aldiktan 13 giin sonra 75 mM
glikoz beslendiginde elde edilen maksimum akim ve giic yogunluklar1 sirasiyla
274 mA/m? ve 754 mW/m*dir. Glikoz konsantrasyonunun 17.giinden sonra 40
mM’a diismesiyle olusan maksimum akim ve gii¢ yogunluklari sirayla 135 mA/m?
ve 182 mW/mZ’ye diismiistiir. Akimin diismesiyle birlikte, membranin tikanmis
olma ihtimaline kars1 ve mikroorganizmalar1 sok ylike maruz birakmamak i¢in
22.giin konsantrasyon 25 mM’a diisiliriilmiistiir. Bu konsantrasyonda elde edilen
maksimum akim ve gii¢ yogunlugu 119 mA/m? ve 142 mW/m*ye diismiistiir. Bu
noktadan sonra konsantrasyon tekrar 50 mM’a ¢ikartilmistir. Ardindan 40 mM’a

diistiriilmiistiir ve tekrar 50 mM’a c¢ikarilarak calisma sonlandirilmistir.

— Grafit elektrotun kullanildigit MYH’de iiretilen akim ve gii¢c yogunluklari her bir
konsantrasyon i¢in Ti-TiO;’den daha disiiktiir. 75 mM i¢in maksimum akim ve
giic yogunlugu isletmeye alindiktan 8 giin sonra elde edilmis olup sirayla 19,57
mA/m? ve 3,83 mW/m?dir. Konsantrasyonun 40 mM’a diismesiyle elde edilen
maksimum akim ve gli¢ yogunluklar1 sirayla 10,92 mA/m® ve 1,19 mW/mz’ye
diismiistiir. 17. giin glikoz konsantrasyonu 25 mM’a disiiriilmiistiir. Akim ve giic
yogunluklar da benzer sekilde diiserek sirayla 5,26 mA/m? ve 0,28 mW/m? olarak

hesaplanmustir.

—MYH’lerdeki ve Hali¢ dip ¢amuru ile zenginlestirilmis kiiltiirdeki tiir profilinin
belirlenmesi i¢in yapilan molekiiler analizler sonucunda sistemde baskin tiiriin
Enterococcus sp. (%99) oldugu tespit edilmistir. Ortamda bulunan diger tiirler ise

Shewanella haliotis (%91) ve Vagococcus fluvialis (%96)’dir.

—Yapilan calismalar bu bakterilerin laktik asit bakterisi oldugunu ve anaerobik
sartlarda glikozu biiyiikk oranda laktata cevirdiklerini gostermektedir. Yapilan
ucucu yag analizi sonuglart da bu bilgiyi dogrular niteliktedir. Analiz sonucu elde
edilen asetik asit, propiyonik asit, biitirik asit, izo kaproik asit, kaprilik asit ve
dekanoik asit konsantrasyonlarina bakildiginda, asetik asitin en yiiksek
konsantrasyona sahip oldugu goriilmektedir. Zamana bagli olarak reaktdrde

biriktigi goriilmektedir. Ancak zamanla yiikselen TOK konsantrasyonu ile
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karsilastirildiginda birikimin nedeninin sadece asetat olmadigir anlasilmaktadir.
Ortamdaki mevcut mikroorganizmalarin belirlenmesinin ardindan glikozun

sistemde laktata doniiserek biriktigi diisiintilmektedir.

—Ti-TiO, MYH’yi devreye aldiktan sonraki 15 giin boyunca elde edilen verilere
Nerst-Monod esitligi kullanilarak biyo-elektrokimyasal kinetik uygulanmais,
substrat konsantasyonu ile akim yogunlugu arasindaki iligkiyi gdsteren egri elde
edilmistir. Buna gore bulunan kinetik katsayilar Ks=2,93 mM, n=0,35 ve Jnax=0,39
AIm*dir.

—Ti-TiO; elektrotla Grafit elektrota gore yaklasik 15 kat daha fazla akim yogunlugu
elde edilmigstir. Grafit elektrotla iiretilen gii¢c yogunlugunu arttirmak icin elektrotu
platin gibi, MYH literatiiriinde etkisi kanitlanmis bir katalizorle kaplamak uygun
olabilir.
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Abstract

This study was aimed to investigate performance of a new electrode (Ti-TiOy),
enrichment of electrochemically active bacteria and determining of bioelectrochemical

Kinetic constants in a dual chambered microbial fuel cell (MFC).

In the first objective, with a mixed metal oxide-coated electrode (Ti-TiO,) and carbon
anode electrode 2272 mW/m? and 10 mW/m? of power was generated, respectively. The
enrichment culture was electrochemically active and MFC culture was Vagococcus
fluviallis, Shewanelle haliotis, Clostridium sp. and Enterococcus sp. Bioelectrochemical
kinetic works for MFC with Ti-TiO, electrode revealed that the parameters by non-
linear curve fitting with the confidence bounds of 95% gave good fit with the kinetic
constants of #= 0.35, Ks=2.93 mM and Jmnax= 0.39 A/m? for T= 298 K, R= 8.3145 j mol
! Kt and F= 96.485 C/ mol-e". These results demonstrate that Ti-TiO, electrode can be
used for power generation in MFCs.

Keywords: MFC; electrode; Ti-TiO,; kinetics, community structure
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1. INTRODUCTION

Dual chambered microbial fuel cell (MFC) has been used most commonly for the
conversion of chemical energy in organic matter to electricity via catalytic reaction of
microorganisms. Anodic and cathodic chambers are separated by a proton exchange
membrane (PEM) while anodic chamber is kept under anaerobic conditions during the
MFC operation. In addition to CO,, electrons and protons are generated through the
anaerobic oxidation of organic matters in the anodic chamber. Protons diffuse into
cathodic chamber through the PEM. Electrons are transferred to anode electrode by
bacteria using mediator chemicals or some bacteria produce nanowires to pass the
electron to the electrode (Cheng and Logan, 2007). Electricity is produced through the
transfer of electrons from anode electrode to cathode electrode with external circuit
while water is produced when electrons combine with protons and oxygen in cathode

chamber.

The efficiency of electricity production in MFC is dependent on several factors such as
pH, temperature, substrate composition, microbial type and the performances of anode
electrodes (Pant et al., 2010; Jadhav and Ghangrekar 2009;). Among these, the anode
electrode plays the most crucial role in a high current production with MFC (Sun et al.,
2010; Qiao et al., 2008). The anode material and its structure could directly affect the
bacteria attachment, electron transfer and substrate oxidation (Li, 2007). Sustainable
MFC operation requires noncorrosive, conductive, biocompatible to microbial growth,
and electrochemically inert anode electrode (Kim et al., 2008; Heijine et al., 2008).
Carbon-based materials such as carbon cloth, graphite as electrode materials have been
conventionally used due to lower cost. The conventional electrodes have been reported
as less effective due to lower conductive and surface properties. On the other hand,
various metals such as Pt, Mn, Co and Ti have also been used as anode electrode (Du et
al., 2007). However, the reducing of current production was reported due to the
formation of thin metal oxide layer on metal electrodes at positive potentials (Shroder et
al., 2003; Heijene et al., 2008). Another drawback of metal electrodes is higher cost of

metal oxide for sustainable operation.

Chemical and physical modification methods have been applied frequently to overcome
negative effects of the conventional carbon and metal electrodes and to enhance the

performance of electrodes. Zhu et al (2011) modified anode surface by applying nitric
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acid treatment and shortened start-up time to achieve the maximum voltages by 51%.
Power density was increased by 58% with a modified anode electrode due to the
changes of surface functional groups on the anode electrode. Lowy et al (2006)
constructed modified electrode using Fe;O,4 and the combination of Ni, and Fe;O,4, and
obtained 1.5-and 2.2-fold greater Kkinetic activity compared to plain graphite.
Incorporation of manganese ions onto the graphite anode led to a power increase by 510
folds (Park and Zeikus, 2002). Utilization of gold as a support material for anode
electrode produced by 47 % more electricity relatively than carbon based anode (Sun et
al., 2010). Recently, modification of carbon and metal based anodes with conductive
polymers has been used as a practical approach to improve MFC performance
(Watanabe, 2008). Schroder et al. (2003) increased the current density by covering a
platinum electrode with polyaniline (PANI). Heijne et al. (2008) compared the uncoated
and coated anodes, and reported a higher electricity production with Pt-coated titanium
electrode. Morris et al. (2007) applied PbO; coating on Pt electrode and reported 4-fold
improvement of power output and 50 % reduction in cost per unit of power compared to
that obtained with uncoated Pt-cathodes. Similarly, Heijene et al., (2008) improved
significantly the MFC performance by coating the surface of a titanium electrode with
Pt.

TiO, is biocompatible, stable, and environmentally friendly, however, there is a little
knowledge related to the use of TiO, in MFC applications. As far as we know, only one
study on the application of TiO, anode has been reported (Qiao et al., 2008). They
obtained a higher surface area with different PANI/TiO; ratios, and composition of 70%
TiO, and 30 % PANI provided 2-fold higher power density. In this study, the
performance of TiO, coated-anode electrode was investigated for the electricity
production in a dual chamber MFC. Enriched bacteria from the deep sludge of Golden
Horn in Istanbul, Turkey, were used as inoculum. MFC was operated under room
temperatures. The current production of TiO, electrode was evaluated against the
carbon based electrode and the different anode materials in literature. Moreover, a

bioelectrochemical kinetics model was applied to the experimental data.
2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Inoculum preparation
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Inoculum culture was enriched using a bulk sediment sample taken from deep sludge of
Golden Horn in Istanbul, Turkey. The enrichment was conducted using 250 ml serum
bottle under anaerobic conditions. Enrichment medium contained 9 g/l glucose, 4 g/l
yeast extract, 4 g/l NaHCOg3, 0.6 g/l NH4CI, 9.3 g/l NaH,PO4-H,0, 3.2 NayH,PQy,
0.125 g/l K,HPO,4:3H,0, 0.1 g/l MgCl,-6H,0, 0.11 g/l CaCl,2H,0, 3.92 g/l NaHCO;
and minor amounts of metal ions (Fe, Zn, Co, Cu and Ni) and vitamins. The medium
pH was 6.7 and 0.5 g/l cycteine was added to keep medium in anaerobic conditions. 100
ml medium was filled into bottles and flushed with nitrogen gas for 5 min to remove air,
capped with a rubber stopper and stirred at 150 rpm with a magnetic stirrer. Each
enrichment cycle continued 2 days at room temperature (25 °C). After the second

transfer, the enriched culture was inoculated to the anode chamber.
2.2 Microbial community and phylogenetic analysis

DNAs from anaerobic MFC bacteria were extracted using a PowerSoil DNA isolation
kit (MOBIO Laboratories). The extracted DNA was stored at -20 °C prior to the
polymerase chain reaction (PCR). PCR was applied for the amplification of 16S rRNA
fragments of the extracted DNAs using a primer set of GC-BacV3f (5’-CGC CCG CCG
CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC TAC GGG AGG CAG
CAG-3’) and reverse 907r (5-CCG TCA ATT CMT TTG AGT TT-3’). The
amplification was conducted in an automated thermal cycler (TECHNE® from UK)
using the following protocol: initial denaturation for 5 min at 94 °C, 30 cycles of
denaturation for 1 min at 95 °C, annealing for 30 s at 55 °C, and extension for 1 min at
72 °C, followed by a final extension for 7 min at 72 °C. The profiles of the PCR-
amplified DNA were obtained by the denaturing gradient gel electrophoresis analysis
(DGGE). The DGGE analysis was performed using 8 % polyacrylamide gels with
denaturing gradient from 30 % to 70% (100% denaturing solution contains 7 M urea
and 40% formamide) in 1X TAE at a constant temperature of 60 °C for 22 hours. The
gel was stained with Sybr-Gold (1000x concentration) for 1 hr and visualized on a UV
transilluminator. The bands in DGGE gel were cut and eluted in 25 pL of sterile H,O
overnight. DNA sequences were determined by the means of the re-amplification of
bands following the similar PCR protocol with the exception of primer without GC-
clamp. Sequence data were analyzed by database searches in GenBank using BLAST
program. A phylogenetic tree was constructed by the neighbor-joining method using the
Unipro UGENE v.1.9.1.
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2.3 MFC configuration

Two dual-chambered MFC reactors were operated for bioelectricity production. Each
MFC was fabricated as two cylindrical chambers using plexiglass material. The
chambers were identical with 12 cm long and 300 ml volume, and separated with a
cation exchange membrane (CEM) from Ultrex Company (Ultrex™ CMI7000,
Membranes International Inc., USA). CEMs used in MFCs were sandwiched between
anode and cathode electrodes. A new electrode type was supplied from Akat
Engineering Company in Turkey. The electrode was a mixed metal oxide titanium (Ti-
TiO,), currently used in a different field for cathodic protection of pipelines. Same
electrodes were used in anode and cathode compartments. Titanium based composite
electrodes included an electro catalytic coated mixed metal oxide such as titanium
oxide, niobium oxide, and ruthenium oxide. Electro catalytic coating is carried out with
the thermal decomposition of mixed metal salts sprayed on titanium. It has crystal
structure with density of 6-12 gr/cm®, resistivity of 0.00001 ohm x cm, a large surface
area with the B.E.T. surface of 20-50 m%gr as physical and chemical properties with the

dimensions of 10 cm (longitude) x 1 cm (width) x 0.2 cm (thickness).

In order to compare the performance of electrodes used, two MFCs were operated in
batch mode. MFC-1 has the electrodes of Ti-TiO, coating electrode while the MFC-2
has the fine grade graphite electrodes. All electrodes have same dimensions, 10 cm
height, 2 cm long and 0.2 cm thick with 20 cm? surface area. Electrodes were
connected through a fixed resistance of 10 ohm. The oxidation-reduction potentials of
anode and cathode compartment were recorded AQ/AgCIl reference electrode.
Measurements were made online using a digital multimeter (Fluke-8846) with 6.5 digits
and recorded for each 3 minutes. MFC current was calculated via the voltage on 10 ohm
and 1 watt metal film resistor connected anode and cathode ends. It can be formulated
as; 1 (MFC) = V(Recorded) / R (I: current, V: voltage, R: Resistance,10 ohm).
Resistance was verified before using the digital multimeter as nearly 10 ohm. In this
study, an open circuit voltage in MFC was carried out by measuring voltage between
anode and cathode ends with the fixed resistance of 10 ohm. A digital multimeter
(Fluke-8846) with 6.5 digits was used and data was recorded to a computer as excel file
via the on-line system. Figure 1 shows voltage measurement system of glucose based
MFC (see for details Ozkaya et al., 2010). Schematic view of MFC reactor is shown in
Figure 1.
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Figure 1 Schematic view of dual chambered MFC (1: Anode chamber, 2: Cathode
chamber, 3: Reference electrodes, 4: Electrodes, 5: Membrane)

2.4 MFC operation

MFC reactors operated in batch mode were stirred continuously at 150 rpm using a
magnetic stirrer at room temperature (25+2 °C). 250 ml of anode chamber was filled
with the same nutrient composition and then sparged with nitrogen to make anaerobic
conditions. Subsequently, anaerobic anode reactor was inoculated with 50 ml
enrichment culture. Cathode chamber was filled with distilled water and aerated
continuously using an air pump. Once per day, 30 ml of liquid medium was taken from
anode chamber, and then 30 ml of 10 fold-concentration of nutrient medium was
replaced to reactor using a syringe. At the same time, the water in the cathode chambers
was refreshed daily. During the experiments, no pH adjustment was done in anode and

cathode medium.
2.5 Bioelectrochemical Kinetics

Anode respiring bacteria (ARB) use the anode as their terminal electron acceptor.
Because the anode is a solid, it does not have a concentration that controls the kinetics
of respiration; instead, the ARB respond to the anode potential (Lee, H-S., et al., 2010).
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ARB Kkinetics as a function of the anode potential with the Nernst-Monod equation
represented in Marcus et al. (2007) (for details see Marcus et al. (2007) and Lee, H-S.,
etal., 2010):

J=Jmax X f (biological factor) x f (electrochemical factor) 1)

where, J is current density in A/m? equivalent to the subtrate utilization rate; Jpay is the
maximum current density (A/m?), which equals to [Jnax=0.14 fe Gmax X; Lt ] (0.14 is a
conversion constant for changing g COD/m?-d into A/m? (0.14 A = 1 g COD/day), Gmax
is the maximum rate of substrate utilization (g COD/g VSS-day), X; is the density of
ARB in the biofilm (g VSS/m®), Ls is the biofilm thickness (m), and f, is fraction of

electron equivalents removed from the donor and turned into current.

(Sq / S¢ + Kgg) equation, mentioned in Monod, stands for normal biofilm modeling due
to related to kinetics occurring from soluble substrates. Although biofilm anode could
not be oxidized, reduced and dissolved, electrons are transferred in order to maintain
electrical — potential gradient. In this way, anode and biofilm anode could be admitted
as an “anodic electron acceptor”. Anodic electron acceptor (EA) was related to EA
concentration and using Nernst equation. This equation is represented in eq (1):

Eanoe = B3 — 310 (2) 2)

where

2 = a standard anodic — EA concentration (1 mmol — EA cm?), Ex’ = standard

reduction potential for the anodic EA (V), R = ideal gas constant (8.3145 j mol™ K?), F
= Faraday constant (96,485 Coulomb per mol — ¢, T = temperature (298.15 K), =
number of electrons transferred to the anodic Ea.

In the part of electrochemical factor;
n= Eanode — Exa (V) (3)

Eanode = Anode potential (V), Exa = Anode potential giving one — half of the maximum
current density (V)

The biological factor could be established to Monod equation [S/(Ks+S)]
S = donor substrate concentration (g COD/m?), Ks = half - maximum rate concentration

(g COD/m?)
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Hence the Nernst-Monod based equation for bioelectrochemical kinetics of microbial
fuel cell could be expressed as:

B 1
| = Jmax (K5-+5') (1+exp ':‘”;;T}) ’

In our study, kinetic constants (Jnax, Ks and #) given in Equations 2 were fitted to
growth data by nonlinear regression with a Trust-Region Reflective Newton algorithm
with the help of MATLAB. Trust-Region Reflective Newton algorithm is a search
method to minimize the sum of the squares of the differences between the predicted and
measured values the model results and coefficients (with 95% confidence interval) were
calculated.

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1 Electricity Generation

Estuary sediment culture from anoxic zone of Estuary (Istanbul) was enriched in batch
bottles with the glucose concentration of 50 mM both 35 °C and room temperature
(25+2 °C). Gas production performance and bacterial growth rate was better in batch
bottles at room temperature (data not shown). Then, MFCs were started to run at room
temperature in high concentration of biomass to accelerate substrate utilization rate and
avoid changes of the culture at long lag phase durations, which may affect observed
bioelectrochemical Kinetics parameters based Monod and Nerst Equations. Figure 2
shows voltage generation between the days of 0-16™. When a stable current was
generated, MFC was run at varying concentrations of 5-75 mM for kinetics studies,
which shown in Figure 2 between the days of 4™ and 14™. Initial 2 days period was not
observed current generation in MFC. Then, current generation from reactor reached to a
peak value at the end of 2 days and current decreased depending on substrate
consuming. Maximum voltage generation was 4.8 mV in 5™ days for 250 ml reactor

volume and 10 cm? electrode surface area.
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Voltage, mV

Time, day

Figure 2 Voltage generation from MFC with electrode of TiO,-Ti

During the first 2 days, cathodic and anodic potential values were around 50 mV and -
50 mV versus Ag/AgCl. After the 2™ day, the potentials reached -200 mV in anode
section and cathode potential was +200 mV versus Ag/AgClI reference electrode (Figure
3). The potential of the anode remained stable in the range 175 to -100 mV versus
Ag/AgCI during the periods of 5™ and 30™ days. Figure 3 shows reference electrode
output in anode and cathode section for MFC with Ti-TiO, (A) and graphite (B)
electrodes. There was a similar observation in MFC both Ti-TiO, and graphite

electrode.
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-50

-100

-150

-200

-250

—e— Anode-Ref
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Time, day

Figure 3 Reference electrode output in MFCwith Ti-TiO, (A), Carbon (B)
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Generation of maximum current and power density for fine grade graphite and Ti-TiO,
electrodes were illustrated in Fig 4. Maximum current and power density values for Ti-
TiO, were 476.6 mA/m? and 2400 mW/m? respectively. In the case of graphite
electrode, it observed that current and power density values of graphite electrode were
lower than MFC with Ti-TiO; electrode. The maximum current densities of MFC with
Ti-TiO, and graphite electrodes were 476.6 mA/m? and 31 mA/m?; on the other hand
the maximum power density was 2272 mW/m? and 9.61 mW/m?, respectively. During
the MFC operation in fed-batch mode, the cation exchange membrane was fouled with
biofilms, called as biofouling. Biofouling on the cation exchange membrane could cause
adverse effects on the transfer of protons through the membrane resulting in decreasing
of current generation. In this study, reactor performance reduced after 15™ day due to
membrane biofouling. We reported that a maximum power density of 12 W/m® in MFC
for Ti-TiO, electrode. A maximum power density of 216 W/m® was observed Rabaey et
al. (2004) from a glucose fed-batch MFC using 100 mM ferric cyanide as cathode
oxidant. Another study from Hu (2008) used an anaerobic sludge as fuel for electricity
generation in MFC and compared it with glucose in a baffle-chamber membrane-less
MFC. Hu (2008) reported that anaerobic sludge is very limited substrate and has a
limited power output (0.3 mW/m?), whereas a maximum power output was 161 mW/m?
with glucose in the same system. In our study reported a maximum power density of
2400 mW/m? in dual chamber MFC with Ti-TiO, electrode. Table 1 shows observed
power output from different works. Power output from MFC with Ti-TiO; electrode
was higher than the other observed results in Table 1.
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Figure 4 Power densities and current density of TiO, and Carbon MFCs. Operation
conditions: R=10Q in both MFCs, for TiO, MFC max voltage 4,77mV, max current
0,47mA, max power 2,27mW, for Carbon MFC max voltage 0,31mV, max current

0,031mA, max power 0,0096mW.
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Table 1 Power density values for different works

Substrate MFC type Anode Cathode | Membrane T,°C | R, Q |Power density Ref.
Dual o o 2272 mW/m’ This
Glucose hamb Ti-TiO, |Ti-TiO, | CMI7000 25+2 10 5
chamber 7574 mW/m study
fr']g?;%er 261mW/m’ _
Swine wastewater C paper Pt coated Nafion 117 30 200 Min et al.
Dual C paper ) 2005
45mW/m
chamber
Starch processing Air cathode Pt coated . 2
single C paper Nafion 117 30 120 |239,4mW/m Lu etal. 2009
wastewater C paper
chamber
Acetate 64,3mW/m?
Butyrate Porous 51,4mW/m?
] Dhual b C felt titanium | Nafion 117 28 100 ) gggg etal.
Propionate chamber plate 58mwW/m
Glucose 156mW/m?
Cheese whey 100 | 18,4mW/m?
Dual C fiber Pt coated . 2 Antonopoulou
Lactose chamber paper C cloth Nafion 117 35,5 2000 | 15,2mW/m etal. 2010
Lactose 2000 | 17,2mW/m?
Acetate Baffled MFC | CTaPhite | Graphite | oy 2500 | 54 3| 10 | 258w/ Aelterman et
granule | granule al. 2006
Sucrose Up-flow dual | RVC (C | RVC (C | ~\y) 7000 35 84 | 170 mW/m? He et al. 2005
chamber foam) foam)
. Dual Pt coated . 2 Oh and
Domestic wastewater chamber C paper C paper Nafion 117 30 - 190mW/m Logan, 2006
. . Ghangrekar
Sucrose Dual Graphite | Graphite |\ .0 117 31+2 - 10,9mwW/m? and Shinde,
chamber rod rod
2007
Dual Activated | Activated |\ gion 112 1400 | 2060.19 mW/m®
chamber C C You et al
Landfill leachate Sinl o d 30 2006 '
ingle t coate . 3
chamber C paper C cloth Nafion 112 150 |6817.4 mW/m
Air cathode . .
Landfill Leachate single Graphllte Pt cloa;[]ed Nafion 117 23+2 | 4610 | 344 mW/m? Puig et al.
chamber granule | Cclot 2011

m?: anode surface area, m®: reactor volume in calculations of power output.

3.2 Kinetic results

The voltage output initially increased with the glucose concentration, however, further

increases above a certain level (0.35 mM) did not improve the electricity generation

(Figure 5). Substrate concentration of 0-75 mM glucose (S) versus current density in
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A/m? equivalent to the subtrate utilization rate (J) is shown in Figure 5 with the fitting
parameters by non-linear curve fitting in confidence bounds of 95%. Experimental
results revealed that the current density (J) increased up to around 0.4 A/m? after
glucose concentration of 20 mM (Figure 5). The experimental data gave a reasonably
good fit to the bioelectrochemical kinetics previously described in Equations 1 to 4 with
R? value of 0.98 (Figure 5) The kinetic parameters for enrichment estuary culture for
electricity production in MFC with Ti-TiO, electrode were as follows: # (number of
electrons transferred to the anodic Ea) = 0.35, K (half saturation constant)=2.93 mM
and Jmax (maximum current density in A/m?) = 0.39 A/m? for the constant temperature
of 298 K, ideal gas constant of 8.3145 j mol™ K™ and Faraday constant of 96.485
Coulomb per mol-e". Hence, the current density becomes as follows by using observed

Kinetic parameters (Ks and Jmax):

1=0.39 ( 3._62—5 ] (I—ExP[':'.}:?i]) k

T E.E145 X ISE

0,5

—3—

0,0 @, T T T 1
0 20 40 60 80
S, mM

Figure 5 Substrate concentration in mM glucose (S) versus current density in A/m?
equivalent to the subtrate utilization rate (J); with the fitting parameters of F: 96.485; R:
8.3145; T= 298 K;  =0.35; 95% confidence bounds by non-linear curve fitting using
MATLAB® (R2009b). Goodness of fit; standard squared error: 0.09166, R-square:
%98, Adjusted R-square: %98, root mean squared error: 0.018.
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In a study, Catal et al. investigated power generation in MFCs from 12 monosaccharides
and they found maximum voltage ranged from 0.26 to 0.44 V at external resistance of
120 Q and a half saturation constant (Ks) randed from 110 to 725 mg/L. In the same
study, glucose produced the highest maximum voltage (0.39 V) with the K value of 637
mg/L. In our study, the maximum voltage was 5 mV at external resistance of 10 Q with
the Ks value of 2.93 mM (527 mg/L).

3.3 Microbial Community

The microbial community structure has been proved to be a useful tool for MFC. In this
paper, community analysis based 16S rRNA was determined and the DGGE patterns of
partial 16 SRNA genes amplified are shown in Figure 6, for the enriched estuary culture
and samples from MFCs with the electrodes of TiO2-Ti and carbon electrodes. Figure 6
shows also phylogenetic tree and the closest relatives of DGGE bands are given in
Table 2. The distribution of microbial communities changed with the presence of
electrode and the microbial diversity was higher in enriched culture of serum flask than
biofilms on electrodes. Vagococcus fluviallis, Shewanelle haliotis and Clostridium sp
were present in enriched culture while they disappeared in the MFC communities of two
MFC reactors. On the other hand, Enterococcus sp, Uncultured bacterium clone and
Shewanello haliotis were dominant in all microbial communities of enriched and MFC
culture. Rabaey et al (2004) isolated Enterococcus sp from a glucose-fed MFC reactor
inoculated with methanogenic granular sludge and reported that the power generation of
pure Enterococcus sp was lower than mixed culture. Additionally, researchers reported
that metabolic activity of Enterococcus sp was notably changed by the presence of an

electron-accepting anode in a MFC compared to in a serum flask.
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0.5
Shawanella haliotis

[—Emerococcus sp.

Uncultured bacterium clone
_I Exiguobacterium aurantiacum

Enterococcus sp.

—l Uncultured bacterium clone
Vagococcus fluvialis

—— Uncultured bacterium clone

Figure 6 (A) DGGE fingerprint gel view (A: Carbon Anode (18.09.10), B: TiO, Anode
(13.09.10), C: Hali¢ En-2, D: TiO, Anode (16.08.10), E: TiO, Anode (31.08.10)), (B)
Phylogenic tree
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Table 2 Bacterial species identified in MFCs

Band | Species Accession | Similarity
No No
1.2 Uncultured bacterium AY483165 9608
clone
3 Exiguobacterium FN997628 %91
aurantiacum
4 Vagococcus fluvialis FN997619 %96
5 Shewanella haliotis FN997626 %90
6 Uncultured bacterium AY483171 9696
clone
9 Enterococcus sp. AY489118 %99
11 Enterococcus sp. AY489118 %95
13 Enterococcus sp. FN997607 %95
14 Shewanella haliotis FN997626 %91
15 Shewanella haliotis FN997626 %91
16 Uncultured bacterium EU704562 0694
clone
18 Enterococcus sp. AY489118 %97
19 Enterobacter sp. FN997607 %94

4. CONCLUSIONS

From the study, the following conclusions can be drawn:

1)Graphite electrode had not ability to transfer electrons from anode to cathode.

2)Power generation in MFC with Ti-TiO, electrode was 2272 mW/m?. Ti-TiO,
electrode can be used for power generation in MFCs.

3)Electrochemically active bacteria culture bacteria in MFC from estuary sediment
were Vagococcus fluviallis, Shewanelle haliotis, Clostridium sp. and
Enterococcus sp.

4)Observed bioelectrochemical kinetic constants were: number of electrons

transferred to the anodic, n = 0.35; Ks=2.93 mM; Jmax = 0.39 A/m? for T= 298

K, R=8.3145 j mol™ K™ and F= 96.485 C/ mol-¢".
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Abstract

Different membrane types have been using for MFC applications. Membranes provide to transport H*
ions from anode to cathode. The main cathode compartment for a sustainable electricity generation in an
MFC; however, membrane transport systems carriage cation species other than protons as well. The
cathode reaction consumes transporting protons, and depending on this, pH increases via the transport of
cation species other than protons, which decrease MFC performance. Furthermore, the internal resistance
derived from proton mass transfer and poor oxygen reduction Kinetics at the cathode limits the
performance of MFC. Inorganic compounds added to the anodic compartment as nutrients result in high
cation concentrations that can inhibit proton transfer through the cation-specific membrane. Development
of a proton-specific membrane may be a means of solving this problem. Hence, membrane cation
transport needs to be considered in the development of future MFC systems. CMI-7000 Cation Exchange
Membrane with the functionality of strong acid cation exchange membrane coupled with the titanium

electrode was used in newly designed MFC for this study.

Keywords: Membrane, Microbial Fuel Cell, cation transfer, performance

INTRODUCTION

A Microbial Fuel Cell (MFC) is a novel wastewater treatment process with the energy
recovery from the waste. Various factors can affect the performance of an MFC
including the anodic catalytic activity, fuel diffusion, and the diffusion and consumption
of electrons and protons (Kim et al, 2007). MFC consists of anodic and cathodic
compartments partitioned by a proton exchange membrane. Substrates are oxidized by
the microbes in the anodic chamber of an MFC, in the meantime process generates
electrons and protons. In the MFC process, the electrons are captured by the anode and
are transported to the cathode. The protons transferring to the cathode section combine
with oxygen to form water (Logan and Regan 2006; Freguia et al., 2008).
Microorganisms in the anodic section take out electrons and protons during the
dissimilative process of oxidizing organic substrates. Electrical current is generated by
keeping microbes separated from oxygen or any other end terminal acceptor other than

the anode and this requires an anaerobic anodic chamber. Currently, MFC applications
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are limited because of their low power density level of several thousand mW/m?. In this
study, a novel titanium electrode coupled with CMI-7000 Cation Exchange Membrane

was used in MFC and its performance was tested with the preliminary results.
MEMBRANE FOR MFC

Membrane selection has a vital role for a long life operation for MFC applications. So,
an obvious pH difference will observe between the anodic and cathodic chambers,
otherwise buffer solution is not used in an MFC. The internal resistance and
concentration polarization loss of MFC could be affected by selected proton exchange
system, which directly depends on the power output of the MFC. The membrane allows
sodium ions to transfer from one cell to the other with minimal electrical resistance
(Table 1). The membrane was also reinforced with additional membranes to prevent gas
product mixing and minimize back transfer of CI" and OH" ions (Heitner-Wirguin,
1996). In the current study, CMI-7000 (Ultrex™ from Membrane International Inc.)
was tested. This membrane and Nafion 117 (from Dupont), which are monopolar

membranes, are comparatively given in Table 1.

Table 1 A comparison for technical specifications of two different cation exchange

membrane (CEM)
Specifications CMI-7000% Nafion 117°
Functionality Strong acid CEM Super-acid, catalyst,
resists chemical
attack, high
operating
temperature, etc.
Polymer structure Gel polystyrene | Fluorocarbon Vinyl

cross linked with | Ether Polymers
divinylbenzene

Functional group Sulfonic acid Sulfonic acid
lonic form as | Sodium Sodium
shipped

Standard thickness, | 0.45+0.025 0.183

mm

Total exchange | 1.6+0.1 0.95-1.01
capacity (meq/g)

Thermal stability | 90 190
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Chemical  stability | 1-10 1-8
range (pH)
Ohmic resistance (Q | <30 15°

cm?) 0.5M NaCl

a: Manufacturer information, b: from Harnisch et. al., 2007

The ohmic resistance of the CMI-7000 and Nafion-117 membranes are <30 and 15,
respectively. The applicability of these membranes is mainly affected by the neutral pH,
and the usually low ionic strength (Harnisch et. al., 2008). Currently used all membrane
types for MFC cannot prevent the acidification and alkalization of the anode and
cathode sections. However, this difference occurred during the MFC operation is
inevitable. Since the membranes provide to transport H* ions from anode to cathode
compartment. As a solution, proton exchange membranes have become an vital part of
fuel cells. So, it serves as a separator between the anode and the cathode, further
provides the charge balancing proton transfer from the anode to the cathode. The proton
exchange membranes are high proton conductivity, high chemical stability, and a

comparably low permeability for oxygen and most fuels (Harnisch et. al., 2007).
MATERIAL AND METHODS

The present MFC system consisted of two plexiglas cylindrical chambers of 300 ml
effective volume separated with a cation exchange membrane. The MFC operated in
batch mode with the concentration of 50 mM glucose. On each side of the membrane
consisted of two titanium electrodes. lon transfer illustration for MFC is shown in
Figure 1. As shown in Figure 1, the fuel i.e. organic matter (glucose) is degraded in the
anode chamber and electrons are transferred to the cathode chamber to generate
electricity. Anode chamber is operated in anaerobic mode and organic matter
anaerobically degraded in this chamber so that the electrons are not consumed by
electron acceptors such as oxygen (CgH1206 + 6H,0 — 6CO; + 24 € + 24H™). Protons,
generated at the anode to supply a charge balance, typically migrate through the
solution to cathode to combine with oxygen and the electrons produced at the anode to
form water (60, + 24e” + 24H" — 12 H,0). Therefore, a typical MFC comprises an
anaerobic anode chamber and an aerobic cathode chamber separated by a membrane. In

103



the current study, a robust cation exchange membrane (Ultrex™ CMI7000, Membranes
International Inc., USA) was used between the anode and cathode of the MFCs
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Figure 1 lon transfer for Microbial Fuel Cell

In this study, an open circuit voltage of MFC was carried out by measuring voltage
between anode and cathode ends with the fixed resistance of 10 ohm. A digital
multimeter (Fluke-8846) with 6.5 digits was used and data was recorded to computer as
excel file via the on-line system. Figure 2 shows voltage measurement system of

glucose based MFC.

MFC current was calculated via the voltage on 10 ohm and 1 watt metal film resistor
connected anode and cathode ends. It can be formulated as; | (MFC) = V(Recorded) / R
(I: current, V: voltage, R: Resistance,10 ohm). Resistance was verified before using

with the digital multimeter as nearly 10 ohm.
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6.5 digit multimeter
{FLUKE, 8846)
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10 ohim, 1W
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Anode Cadhode
Reference Reference
Ag-AgCl Ag-AgCl

Anode Cadhode

Figure 2 VVoltage monitoring system
RESULTS AND DISCUSSION

In the current study, there is obvious pH difference between anode and cathode section
though theoretically there will be no pH shift when the reaction rate of protons,
electrons and oxygen at the cathode equals the production rate of protons at the anode.
While the pH of anode compartment was 4.7+0.2, pH in cathode compartment was
measured as 8.0+0.2. A slow proton transport rate for the cathodic reaction should be
for the sustainable operation of MFC. Jang et al. (2004) supplied an HCI solution for the
increasing of ionic strength of cathodic section and observed that the current output
increased. The authors suggest that the proton availability to the cathode is a limiting
factor in electricity generation. In another study NaCl was added to MFC cathode
section for increasing ionic strength and similar observation found that the power output
improved (Liu et al., 2005). Therefore, membrane selection and ion transfer rate has a
vital important role for improving power output in MFC. CMI-7000 and Nafion
membranes are commonly used in the current literature for highly selective permeability
of protons. In the current study, CMI-7000 cation exchange membrane was used and

results were discussed below.

MFC was fed with the concentration of 50 mM glucose in batch mode and the change
of current and voltage generations are show in Figure 3 at an operating temperature of

24 + 4 °C (data not shown) for a period of one week. The generation of voltage was not
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observed in the first two days. However, the current generations of MFC system was
reached to peak values when fed every 50 mM glucose. A maximum value of current
generation was 462.6 mA/m? (1541.9 mA/m®), whereas it was 4766.7 mV/ m* (15888.8
mV/m?3) for voltage generation from MFC system consisting of titanium electrode and
CMI-7000 membrane (Figure 3, 4). Similarly, data showed that the MFC displayed a
maximum power of 2204 mW/m? corresponding 7349.6 mW/m?® (Figure 5).

500 5000
400 4000 |
N‘E 300 - e 3000
T 200 - £ 2000 -
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Figure 3 Current and voltage generation from MFC with the CMI-7000 type membrane

and titanium electrode (50mM glucose)
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Figure 4 Current and voltage densities of MFC

106



10000 -

7500 -

5000 -

mw /m?

2500 -

| | | 0 | |
0 25 50 75 100 125 150 175 0 25 50 75 100 125 150 175

Time, hour Time, hour

Figure 5 Power densities in MFC
CONCLUSION

Currently, power output from MFC reactors has been increasing but not enough to the
level of the primary power target, and scale-up and durability are now becoming
primary areas in MFC research. In this study, titanium electrode and CMI-7000
membrane was a good pair with the high power output in MFC system when compared

with the other literature studies.
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Abstract

This study aimed to generate electricity using glucose as a substrate with different
concentrations from 25 to 75 mM in microbial fuel cell (MFC). Mixed metal oxides
coated titanium and carbon electrodes were used for anode and cathode compartment.
In order to compare performance of electricity generation for TiO, electrode and carbon
electrode, two MFC reactors were operated with these electrodes. During consuming

in Ozkaya, k

Current and power density values of graphite electrode were lower than MFC with Ti-
TiO, electrode. The maximum current densities of MFC with Ti-TiO, and graphite
electrode were 476.6 mA/m? and 31 mA/m? on the other hand the maximum power
density was 2272 mW/m? and 9.61 mW/m?, respectively. During the MFC operation in
fed batch mode, the cation exchange membrane was fouled with biofilms called as

on the cation could cause adverse effects on

glucose via biochemical reactions performed by bi it was
that generating electricity for TiO, electrode had higher amount of power density than
carbon el de. It was achieved that power density of 2272 mW/m? and
maximum current density of 476 mA/m? for TiO, electrode in the glucose - fed MFC. A
level i kinetics ] Nernst-Monod equations was used for current
density modeling. In this study, bioelectrochemical kinetics with Nerst - Monod
and deli were by MATLAB® computer program

using non-linear curve fitting tools with the confidence bound of 95%.
@

MFC Operation

MFC reactors were operated in batch mode and stirred continuously at 150 rpm u
magnetic stirrer under room temperature (25+2 °C). 250 ml of anode chamber
filled with the same nutrlent composition of enrichment and sparged with nitrogen to
make bi b: ly, anode reactor was inoculated
with 50 ml enrichment culture. Cathode chamber was filled with distilled water and
aerated continuously using air pump. Once per day, 30 ml of liquid medium was taken
from anode chamber and replaced with 30 ml of 10 fold-concentration of nutrient
medium using syringe. At the same time, the water in the cathode'chambers was
refreshed daily. During the experiment, no pH adjustment was done in anede and
cathode medium.

Electricity Generation

When a stable current was generated, MFC was run at varying concentrations of 5-75
mM for kinetics studies, which shown between the days of 4th and 14th. Initial 2 days
period was not observed current generation in MFC. Then, current generation from
reactor reached to peak value at the end of 2 days and current decreased depending on

the transfer of protons through the membrane resulting in decreasing of current
generation. In this study, reactor performance reduced after 15th day due to membrane
biofouling. We reported that a maximum power density of 7.6 W/m? in MFC for Ti-TiO,
electrode.

7]

B kinetics as a function of the anode potential with the Nernst Monod equation
ipresented in Marcus et al. (2007) (for a details see Marcus et al. (2007) and Lee, H-S.,

Bioelectrochemical Kinetics

al., 2010). Nernst-Monod based for k t | kinetics of bial
el cell could be expressed as: q
) = Imax
Ks+5
g 1+exp [71] 7T
4 Electrochemical factor

In Lour study, kinetic constants (Jmax, Ks and n) given in Nerst equation were fitted to

X growth data by nonlinear regression with a Trust-Region Reflective Newton algorithm

with the help of MATLAB.

Kinetic Results

Substrate concentration of 0-75 mM glucose (S) versus current density in A/m?

qui to the subtrate rate (J) is shown with the fitting parameters by
non-linear curve fitting in confidence bounds of 95%. Experimental results revealed
that the current density (J) increased up to around 0.4 A/m2 After glucose
concentration of 20 mM.

voltage was 4.8 mV in 5th days for 250 ml 0,5
reactor volume and 10 cm? electrode surface area. '|'
N e
500 o )
£ T
t ™ = |\ £
= 400 = 0,2
= -
E 300 \. o1
5 5\
3 200 A -, 20 a0 60 80
o fn i
£ 00 PO Y ™
g W : The kinetic parameters for enrichment estuary culture for electricity production in
MFC with Ti-TiO, electrode were as follows: n (number of electrons transferred to
o9 T T T * . T <5 T d the anodic EA) = 0.35, Ks (half saturation constant)=2.93 mM and Jmax (maximum
2400 current density in A/m?) = 0.39 A/m? for the constant temperature of 298 K, ideal
E [\ gas constant of 8.3145 j mol™* K'* and Faraday constant of 96.485 Coulomb per mol-e
E 2000 .Hence, the current density becomes as follows by using observed kinetic
j o I 1 parameters (Ks and Jmax):
= 1200
i 9 ( 2 93+s) 1+exp|-0.35— 22485
£ 800 PN T Y I P g a5 x 208
£ 400 N . ]
2 of fit were squared error: 0.09166, R-square: %98,
= o 4 Adjusted R-square: %98, root mean squared error: 0.018.
] 5 0 15 20 25 30 35 40 45
Time, day

—4—Ti02 —e—Carbon
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